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略語 
PDE: phosphodiesterase 
cAMP: cyclic adenosine mono phosphate 
cGMP: cyclic glysine mono phosphate 
COPD: chronic obstructive pulmonary disease 
DTT: dithiothreitol 
FBS: fatal bovine serum 
FLG: fillagrin 
H & E: hematoxylin and eosin stain 
ICAM: intercellular adhesion molecule 
IFN-: interferon-gamma 
IL: interleukin 
LPS: lipopolysaccharide 
NGF: nerve growth factor 
PAR-2: protease activated receptor 2 
PHA-P: phytohemagglutinin-P  
PBS: phosphate buffer saline 
PBMC: peripheral blood mononucleated cell 
RT-PCR: reverse transcription polymerase chain reaction 
Th: helper T 
TNF-: tumor necrosis factor-alpha 
TRPV: transient receptor potential vanilloid  
VCAM: vascular cell adhesion molecule 
AMP: adenosine monophosphate
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序章 
アトピー性皮膚炎は「増悪・寛解を繰り返す、掻痒のある湿疹を主病変
とする疾患であり、患者の多くはアトピー素因を持つ」と定義されてい
る。International Study of Asthma and Allergic in Childhood (ISAAC)
による疫学調査では、アトピー性皮膚炎の有病率は、6～7 歳では 7.3%（調
査地域ごとの有病率は 1.1~18.4%、日本では 16.9%）、13～14 歳では 7.4%
（調査地域ごとの有病率は 0.8~17.7%、日本では 10.5%）と報告され、
オセアニアや北欧あるいは先進国で高く、アジアや東欧など開発途上国
では低い傾向がある。また、日本ならびに米国における成人の有病率は
それぞれ、20代で 9.8%、18%、30代で 3.5~8.7%、13%、40代で 3.1~4.4%、
10%、50-60 代で 2.6%、4~6%と報告されており、年代ともに有病率が低
下していく傾向にあるとされている。アトピー性皮膚炎の自然経過は、
乳幼児期（早期）に発症し 2 歳未満に軽快するタイプ、乳幼児期に発症
して緩やかに軽快するタイプ、一旦軽快してから思春期以降に再発する
タイプ、5 歳以降に初発するタイプと様々である。乳幼児期での発症時に
は食物アレルギーを併発していることが多い。また、一部患者では気管
支喘息、アレルギー性鼻炎・結膜炎を合併していくことが知られている。 
発症要因として遺伝的要因と環境的要因が複雑に絡み合って病態が形成、
維持されている慢性炎症性皮膚疾患であると考えられている。遺伝的要
因としては、多くのアトピー性皮膚炎患者はアトピー素因があることが
知られている。アトピー素因は「家族歴・既往歴（気管支喘息、アレル
ギー性鼻炎・結膜炎、アトピー性皮膚炎のうちいずれか、あるいは複数
の疾患）」、又は「IgE 抗体を産生しやすい素因」とされている。また後に
述べるような遺伝的な皮膚バリア機能異常も遺伝的要因の一つと考えら
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れる。個体要因（遺伝的要因）に環境要因が加わって発症し、症状の軽
重を問わず、臨床症状として「掻痒」、「特徴的な非心と分布」、「慢性・
反復性の経過」の 3 症状を示すものをアトピー性皮膚炎と診断する。環
境的要因は後天的な増悪因子として理解されており、ダニ・ほこり・食
物などのアレルゲンやストレス、乾燥など多種多様な要因が重なって発
症すると考えられる。またアレルギーマーチという、喘息、食物アレル
ギーやアレルギー性鼻炎など既にアレルギー疾患を持つ患者が他のアレ
ルギー疾患を併発し易い傾向にあることが知られており、アレルギーマ
ーチもまたアトピー性皮膚炎患者の増加の一因であると考えられる。ア
トピー性皮膚炎の病態としては以下、非アレルギー的側面、アレルギー
的側面、痒みの三つのカテゴリーが考えられる。 
【非アレルギー的側面】皮膚は外から内へ、表皮・真皮・皮下組織と大
きく三つの組織から構成されているが、表皮の最も表層にある角層が皮
膚の水分保持や外界からのバリア機能を担っていると考えられている。
アトピー性皮膚炎病態に於いては、角層における異常が起因となって皮
膚バリア機能が脆弱になり、アレルゲンに感作されやすい状態にあると
されている。2006 年に水分保持やバリア機能形成に重要な働きをしてい
るフィラグリンというタンパク質をコードする遺伝子(FLG)の変異が尋
常性魚鱗癬家系において同定され、その FLG 変異とアトピー性皮膚炎発
症との関連性について解析が行われた結果、ヨーロッパでは健常人の
7.5%に対してアトピー性皮膚炎患者の 21.6%に FLG 変異が認められた
(Rodríguez et al., 2009)。本邦ではヨーロッパにおいて同定された FLG
変異そのものは認められなかったが、日本人の尋常性魚鱗癬家系から日
本人特有の FLG 変異が同定され、このアトピー性皮膚炎発症との関連性
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を調べてみると約27%のアトピー性皮膚炎患者にFLG遺伝子変異が認め
られた (Nemoto-Hasebe et al., 2009)。健常人の中にも FLG 遺伝子変異
をもつ人々が多くいることから、FLG 変異は皮膚バリア機能異常の一つ
の要因にすぎないのかもしれないが、皮膚バリア機能異常がアトピー性
皮膚炎発症のリスクファクターであることを示唆する一例と考えられる。 
【アレルギー的側面】炎症皮膚内ではリンパ球や顆粒球などのいわゆる
炎症性細胞だけでなく、ケラチノサイト等の非炎症性細胞も活性化され
ており、これらの細胞から様々な炎症性メディエータが産生されること
で、相加・相乗的にアトピー性皮膚炎病態が形成されると考えられてい
る。急性期のアトピー性皮膚炎患者の末梢血及び病態皮膚では Th2 細胞
の増加が認められており、IgE レベルや好酸球の増加に寄与していると考
えられる。一方、慢性期のアトピー性皮膚炎患者では IFN陽性の Th1
細胞が皮膚炎局所に浸潤していることから Th1 細胞が慢性期の病態形成
に関わっていると考えられる。従来はこれら Th1/Th2 細胞のバランスを
以ってアトピー性皮膚炎病態が説明されてきたが、近年同定された Th17
細胞のアトピー性皮膚炎病態への関与も報告されている(Koga et al., 
2008)。Th17 細胞が急性期のアトピー性皮膚炎患者病変部に浸潤するこ
とが報告され、IL-17 や IL-22 といった Th17 サイトカインがケラチノサ
イトや繊維芽細胞などに作用してケモカイン等の産生を促がし他の免疫
系細胞の浸潤及び活性化を介して急性期のアトピー性皮膚炎病態形成に
関与していることが考えられる。シクロスポリンなどの T 細胞活性化抑
制剤が効果を示していることからアトピー性皮膚炎病態形成に T 細胞が
関わっていることはコンセンサスが得られているが、これら免疫細胞の
みならず、ケラチノサイトの関与も報告されており、擦過刺激やアレル
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ゲンによりケラチノサイトが活性化されることでサイトカイン・ケモカ
インが産生され、皮膚内へのリンパ球・単球等の浸潤が促がされ炎症病
態が形成される他、ケラチノサイトより産生される一酸化窒素やロイコ
トリエン B4 が痒みを誘発することが知られており、痒みを伴うアトピー
性皮膚炎の皮膚炎病態を修飾していると考えられる(Andoh et al., 2006)。 
【痒み】アトピー性皮膚炎では重度な痒みを伴うことが特徴であり、痒み
は重要な診断基準の一つでもある。痒みとは、「掻きたいという欲望を起
こさせる不快な感覚」と定義されている。アトピー性皮膚炎患者に生じ
る痒みは、出血に至るまで掻破行動を惹起し、掻破行動が皮膚炎症をさ
らに悪化させ、それが更なる痒みを引き起こすという「itch-scratch cycle」
という考え方が提唱されている。夜間における痒みの発生はアトピー性
皮膚炎患者の睡眠障害を来たし、Quality of Life の著しい低下に繋がり、
また社会的疎外を受けるような心理的な障害にもなり得るため、アトピ
ー性皮膚炎における痒みのマネジメントはアトピー性皮膚炎治療におけ
る重要な課題の一つとなっている。モルヒネなどオピオイド受容体を介
して誘発される中枢性の痒みとは対照的に、皮膚疾患における痒みは末
梢性の痒みと呼ばれている。末梢性の痒みでは、痒み誘発物質(表 1)が表
皮や真皮に進入した求心性神経である C 繊維上の受容体に結合して神経
が興奮し、脊髄後角を介して大脳皮質まで伝達され、痒みとして認識さ
れる。ドライスキンやアトピー性皮膚炎患者では、表皮の上方や角層直
下まで C 繊維が侵入していることが報告されており (Roggenkamp et 
al.,2012)、痒み誘発刺激を受容しやすい状態、すなわち痒み過敏状態が
形成されていると考えられている。Table A にあるように痒みを惹起する
物質は種々知られているが (Ishii et al., 2014)、近年 IL-31 トランスジェ
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ニックマウスを用いた研究により、Th2 細胞から産生される IL-31 が痒
みを惹起することが報告された (Szegedi et al., 2012)。IL-31 をマウスに
皮内投与することで持続的な痒みが形成されることや、抗 IL-31 抗体に
よりアトピー性皮膚炎モデルマウスの痒みが抑制されることが報告され
ている (Arai et al., 2013)。Protease activated receptor 2 (PAR-2)はケラ
チノサイトや一次感覚神経に作用しており、マスト細胞から産生された
トリプターゼによりその細胞外ドメインが切断されることでアゴニスト
として作用し、受容体である PAR-2 を活性化する。トリプターゼ若しく
は PAR-2 アゴニストを皮内投与することで痒みが惹起されることが最近
報告され、また、アトピー性皮膚炎患者においてもマスト細胞の脱顆粒
が亢進し PAR-2 が活性化されていることが知られていることから、アト
ピー性皮膚炎の痒みにおける PAR-2 の関与が示唆されている (Steinhoff  
et al., 2003)。直接的な痒み誘発物質ではないが、神経成長因子 (Nerve 
Growth Factor, NGF)は痒み伝達神経の伸長や表皮内への進展に関与す
る他、カプサイシン受容体で痒み伝達神経の活動電位発生に関与する
Transient Receptor Potential Vanilloid 1 (TRPV1)の活性化閾値を低下
させるなどして、痒みシグナルを受容・伝達し易い状況を作り出す因子
として注目されている (Rukwied et al., 2013; Roggenkamp et al., 2012; 
Lewin et al., 2014)。痒みをコントロールする為には痒み誘発物質の産生
抑制若しくはその受容体への作用を阻害、あるいは C 繊維など痒み伝達
神経を阻害することが有望であると考えられており、実際に、TRPV1 の
アンタゴニスト PAC-14028 (AmorePacific 社)や、NGF の受容体である
TrkA阻害剤K-252a (Creabilis社)などが現在 PhaseⅡにて抗掻痒剤とし
て開発中である。 
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Table A. 痒み誘発物質  
 
 
アトピー性皮膚炎に対する一般的な治療としてはステロイドやカルシニ
ューリン阻害剤の塗布薬剤が主流であり一定の治療効果が認められてい
るが、これらの薬剤には副作用も認められるため、治療満足度は十分で
あるとは言えない。アトピー性皮膚炎患者の痒みには一般的な痒み抑制
薬である抗ヒスタミン剤など抗アレルギー剤が奏功せず、痒みをコント
ロールできる薬剤の開発が望まれている。Table B にアトピー性皮膚炎を
対象に開発されている主な薬剤を纏めた。皮膚炎を対象としているため、
軟膏剤やクリーム剤など局所型の塗布製剤として開発されているものが
半数以上を占めており、今回紹介する PDE4 阻害剤をはじめ、免疫系を
調節する薬剤が多いのも特徴である。抗体医薬では PhaseⅢでデュピル
マブ（抗 IL-4 受容体抗体、米リジェネロン社）が開発中であり、中等
度～重度のアトピー性皮膚炎患者を対象に行った Phase1 試験では、湿疹
面積・重症度指数を 50％改善した患者の割合がプラセボ群 18.8%であっ
たのに対して、150 mg 用量投与群 54.5%、300 mg 用量投与群 71.4%で
あったと報告されている。また AN-2728 (Anacor 社)は経口薬の PDE4
阻害剤として PhaseⅢにて開発中であり、PhaseⅡ試験における有効性及
び高い忍容性を示した結果が報告されている。また PhaseⅡにて開発中
のアプレミラスト (Celgene 社)も経口薬として PDE4 阻害剤を Phase2
産生細胞 痒み誘発物質
マスト細胞 ヒスタミン, トリプターゼ, キマーゼ, パパイン
ケラチノサイト ロイコトリエンB4, 一酸化窒素, トロンボキサンA2
T細胞 インターロイキン-31
感覚神経 サブスタンスP
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で開発中であり、アトピー性皮膚炎患者を対象に忍容性及び炎症や痒み
に対する有効性を示したと報告されている。 
 
Table B. アトピー性皮膚炎治療剤開発状況 
 
 
cAMP は cGMP と共にセカンドメッセンジャーとして多彩な細胞応答に
関わる細胞内情報伝達物質である。cAMP の細胞内レベルは産生酵素で
あるアデニル酸シクラーゼと、分解酵素である Phosphodiesterases 
(PDEs)のバランスによって制御されており、細胞応答へ至る情報伝達カ
スケードを調節している。PDEs は哺乳類では、これまでに 11 種類のア
イソザイムが報告されている。その中で、PDE4 は cAMP を 5’-AMP に
加水分解する酵素であり、炎症・免疫に関わる多くの細胞に分布してい
る (Manning et al., 1999; Abrahamsen et al., 2004; Jin et al., 2005)。そ
の活性が亢進すると細胞内 cAMP 濃度の低下を介して炎症性メディエー
タの産生上昇などが起こり炎症状態を悪化させることが報告されており、
化合物 会社 作用機序 投与 開発状況
デュピルマブ サノフィ ヒト型抗 IL-4受容体抗体 注射 Phase III
AN-2728 アナコア PDE4阻害剤 経口 Phase III
フェザキヌマブ (ILV-094) ロックフェラー ヒト型抗 IL-22抗体 注射 Phase II
CIM-331 中外製薬 ヒト型抗 IL-31受容体抗体 注射 Phase II
QGE-031 ノバルティス ヒト型抗 IgE抗体 注射 Phase II
アプレミラスト セルジーン PDE4阻害剤 経口 Phase II
AN-2898 アナコア PDE4阻害剤 経皮 Phase II
DRM-02 ダーミラ PDE4阻害剤 経皮 Phase II
TA-7906 マルホ PDE4阻害剤 経皮 Phase II
E6005 エーザイ PDE4阻害剤 経皮 Phase II
QAW-039 ノバルティス CRTH2受容体　アンタゴニスト 経口 Phase II
OC-000459 アトピック　セラピューティックス CRTH2受容体　アンタゴニスト 経口 Phase II
ProtoCure ローランティス cis-UCA 経皮 Phase II
K-252a(CT-327) Creabilis TrkA 阻害剤 経皮 Phase II
ASB-17061 第一三共 キマーゼ阻害剤 経口 Phase II
KHK-4577 協和発酵キリン 不明 経口 Phase II
PDI-192 PreCision Dermatology 不明 経皮 Phase II
2894512 Stiefel NSAIDs 経皮 Phase II
WB-1001 Welichem Biotech NSAIDs 経皮 Phase II
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実際にアトピー性皮膚炎の病変部においても PDE4 活性が亢進している
ことが報告されている (Grewe et al., 1982)。アトピー性皮膚炎の病態に
おいては様々な免疫・炎症カスケードが働いていることが知られており、
故に PDE4 阻害剤のように幅広い作用スペクトル持つ薬剤に適した疾患
であると考えられる。PDE4 阻害剤はこれまでに喘息や Chronic 
Obstructive Pulmonary Disease (COPD)などを対象に多くの薬剤が開
発されてきたが、その多くが薬効発現濃度と嘔吐や吐き気といった副作
用発現濃度との十分な乖離を得ることが出来ずに開発中止に陥っている。
唯一、ロフルミラスト（武田薬品工業）のみが忍容性の担保された用量
のもとで気管支拡張剤との併用にて肺機能改善効果を示し、重症 COPD
患者の維持療法として販売承認を得ている (Table C)。 
 
Table C.  PDE4 阻害剤開発状況 
 
 
 
  
化合物 会社 投与 開発状況
ロフルミラスト 武田薬品工業 経口 上市: COPD
アプレミラスト セルジーン 経口 Phase Ⅲ: 乾癬
AN2728 アナコア 経皮 Phase Ⅲ: アトピー性皮膚炎
AN2728 アナコア 経皮 Phase Ⅱ: 乾癬
AN2898 アナコア 経皮 Phase Ⅱ: アトピー性皮膚炎 
レバミラスト グレンマーク 経口 Phase Ⅱ: 喘息, COPD, 関節リウマチ
RPL554 ベローナ 吸入 Phase Ⅱ: 喘息, COPD, アレルギー性鼻炎
IPL455903 ダート　ニューロサイエンス 経口 Phase Ⅱ: 認知症
テトミラスト 大塚製薬 経口 Phase Ⅱ: COPD
TA7906 マルホ 経皮 Phase Ⅱ: アトピー性皮膚炎 
CHF6001 Chiesi 吸入 Phase Ⅱ: 喘息, COPD
DRM02 ダーミラ 経皮 Phase Ⅱ: アトピー性皮膚炎 ,乾癬
E6005 エーザイ 経皮 Phase Ⅱ: アトピー性皮膚炎 
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第１章 E6005 の in vitro 抗炎症作用 
 
序論 
   Phosphoidesterase（PDE）は、細胞内シグナルのセカンドメッセンジャ
ーである環状ヌクレオチド(cAMP や cGMP など)の分解酵素であり、
様々な生理現象の調節に関わっている。これまでのところ、11 サブタイ
プの PDE が哺乳動物で同定されている。 その中でも PDE4 アイソザイ
ムは cAMP 分解酵素として、リンパ球、単球、顆粒球など種々な炎症性
細胞や平滑筋細胞、ケラチノサイトなどの上皮細胞系にも発現し、これ
らの細胞の活性化などに関わっている (Manning et al., 1999; 
Abrahamsen et al., 2004; Jin et al., 2005)。これらの細胞の過剰な活性
化は様々な疾患と関係し、アトピー性皮膚炎では白血球における PDE 活
性の亢進が過剰な炎症反応を惹き起こし(Grewe et al., 1982; Sawai et 
al., 1995)、病態形成に関与していることが報告されている(Hanifin et al., 
1996)。即ち、アトピー性皮膚炎患者では増大した PDE 活性のため細胞
内 cAMP 濃度が低下し白血球からの炎症性サイトカイン産生が増大して
いることが考えられる。そこでこの PDE4 活性をコントロールすること
が、一つの治療のターゲットと考えられている。PDE の他のサブタイプ
は生体内の様々な生理現象の関与しており、ブロードな阻害活性を示す
化合物は予期せぬ副作用をもたらす可能性があるので、PDE4 選択的な
化合物の創出が望まれる。そこで本章においては、PDE4 阻害活性を指
標にスクリーニングされてきた E6005 のサブタイプ選択性について検討
する。 
   アトピー性皮膚炎は湿疹・皮膚炎群に含まれ、その湿疹病変にはリンパ
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球や好酸球、マスト細胞などの炎症性細胞の浸潤が認められている。皮
膚に存在する抗原提示細胞やマスト細胞は、高親和性 IgE 受容体を介し
てアレルゲン特異的 IgE 抗体と結合することにより、抗原提示あるいは
ヒスタミンやサイトカインなどを放出して炎症反応に関わる。そして、
急性期には Th2 細胞から IL-4、5 などが、慢性期には Th1 から IFN-、
IL-2 などが産生され、病態の悪化や慢性化を惹き起こすことが知られて
いる。また単球は TNFや IL-12 などの pro-inflammatory サイトカイン
を産生することにより、ケラチノサイトからのケモカイン産生を誘導し、
さらなる炎症カスケードの増大を惹き起こすことが知られている
(Homey et al., 2006)。そこで本章においてはそこで本章では、E6005 の
リンパ球及び単球の活性化に対する作用を、サイトカイン産生を指標に
評価する。 
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第１節 Phosphodiesterase 阻害活性 
 
背景 
PDE は、細胞内シグナルのセカンドメッセンジャーである環状ヌクレオ
チド(cAMP や cGMP など)の分解酵素であり、様々な生理現象の調節に
関わっている。これまでのところ、11 サブタイプの PDE が哺乳動物で
同定されている。 PDE4 は cAMP 分解酵素として種々の炎症性細胞の活
性化などに関わっており、PDE4 活性をコントロールすることが、一つ
の治療のターゲットと考えられている。他の PDE サブタイプに対するブ
ロードな阻害活性を示す化合物は予期せぬ副作用をもたらす可能性があ
ることから、治療薬としては PDE4 選択的な化合物の創出が望まれる。
そこで、本章においては、E6005 の PDE4 阻害活性及び、サブタイプ選
択性について検討する。 
 
 
材料と方法 
 
評価化合物・試薬 
E6005, E6005-metabolite,  cilomilast 
[4-cyano-4-(3-cyclopentyloxy-4-methoxyphenyl)cyclohexane-1-carboxyl
ic acid] はエーザイ筑波研究所において合成された。 
 
 
12 
 
 
Figure 1-1. E6005 の化学構造式 
 
Phosphodiesterase (PDE1~5) 活性評価 
各 PDE 酵素は Table 1-1 の通り精製されたものを使用した。 
PDE1は牛脳より、PDE2及びPDE4はU937細胞より、PDE3及びPDE5
はヒト血小板より精製したものを使用した。まず、試験化合物反応バッ
ファー組成：40 mM Tris-HCl (pH 7.8), 3 mM MgCl2, 1 mM DTT, 0.01% 
BSA, 200 mM NH4Cl, 0.1 µM cAMP and 0.1 µCi [3H]cAMP (PDE1~4 
評価)のため/ [3H]cGMP (PDE5 評価のため)に添加した。その後、PDE 
(0.2 mU) を添加することで反応を開始し、22℃で 60 分間インキュベー
トした。バックグラウンド測定用サンプルにおいては、反応混合物から
酵素添加を省略した。インキュベーション後、SPA ビーズを添加し、3
分間 60℃でプレートを加熱することにより酵素反応を停止した。20 分間
振盪し、[3 H]5'AMP (PDE1~4 評価)/[3H]5’GMP (PDE5 評価)の量をシン
チレーションカウンター（トップカウント、パッカード）を用いて定量
した。 
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結果 
   E6005 の化学構造式については Figure 1-1 の通りである。無細胞系の
PDE (PDE1~PDE5)活性評価系を用いて検討したところ、E6005 は
PDE4 を 2.8 nM の IC50値を以って阻害した。また E6005 の活性代謝物
(E6005-metabolite)もまた、活性本体と同様に 7.9 nM の IC50値を以っ
て PDE4 を阻害した。一方、第一世代 PDE4 阻害剤として知られる
cilomilast は 24 nM であった。PDE1, 2, 3 and 5 に対する 30 M E6005
阻害活性はそれぞれ、46.1  6.2%, 51.6%  4%, 69.4%  5.4%, 57.4%  7.2%
であった。E6005 は PDE4 を選択的に阻害し、cilomilast と比較して 10 倍
程度強い阻害活性が認められた。  
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Table 1-1.  Inhibition of PDE isozyme activities by E6005, E6005-metabolite 
and cilomilast 
Compound PDE subtype 
PDE1 PDE2 PDE3 PDE4 PDE5 
E6005  IC50 = 540 nM 
(120–970 nM) 
IC50 = 560 nM 
(250–870 nM) 
IC50 = 270 nM 
(64–470 nM) 
IC50 = 2.8 nM 
(1.6–3.9 nM) 
IC50 = 370 nM 
(190–550 nM) 
E6005- 
metabolite  
IC50 = 1400 nM 
(110–2700 nM) 
IC50 = 3000 nM 
(200–5700 nM) 
IC50 = 780 nM 
(370–1200 nM) 
IC50 = 7.9 nM 
(4.4–1.1 nM) 
IC50 = 1000 nM 
(550–1500 nM) 
cilomilast 12.7  6.2% at 
30 µM 
26.6  1.9% at 
30 µM 
6.4  1.8%  at 
30 µM 
IC50 = 24 nM 
(6.1–42 nM) 
19.9  1.6%  at 
30 µM 
Data given as the mean maximum inhibition rate at 30 µM  SEM or mean 
IC50 values (nM) calculated from concentration-inhibition curves from three 
separate experiments. 95% confidence intervals are shown in parentheses. 
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考察 
   テオフィリンを始めとした非選択的 PDE 阻害剤は広く喘息治療薬や
COPD 治療薬として用いられてきが、吐き気・嘔吐・頭痛・動悸などの
副作用の発現頻度が高く、化合物の適切な血液中濃度を維持するための
モニタリングが必要であった。そこで、PDE サブタイプの中でも、炎症
反応に重要な働きをしている PDE4 に選択的な阻害剤の開発が進められ、
第一世代 PDE4 阻害剤である cilomilast が開発された。喘息や COPD と
いった領域で臨床開発が進められたが、有効血中濃度と嘔吐などの副作
用発現濃度との十分な乖離を得られず、経口剤としての開発は断念され
た。今回、E6005 はこの cilomilast と比較して、10 倍程度強い PDE4 選
択的な阻害活性を示したことから、より低濃度で薬効を発現し治療安全
域を広げることができる可能性が示唆された。 
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第２節 E6005 の末梢血単核球からのサイトカイ
ン産生に対する作用 
 
背景 
   アトピー性皮膚炎は湿疹・皮膚炎群に含まれ、その湿疹病変にはリンパ
球や好酸球、マスト細胞などの炎症性細胞の浸潤が認められる。アトピ
ー性皮膚炎の急性期には Th2 細胞が浸潤し IL-4 や IL-5 など産生され、
一方慢性期には Th1 が浸潤し IFN-、IL-2 などが産生されるなど、Th1
細胞や Th2 細胞が複雑に絡み合って病態の悪化や慢性化を惹き起こすこ
とが知られている。また単球は TNFや IL-12 などの pro-inflammatory
サイトカインを産生することにより、ケラチノサイトからのケモカイン
産生を誘導し、さらなる炎症カスケードの増大を惹き起こすことが知ら
れている。そこで本章では、ヒト末梢血単核球細胞を用いて、E6005 や
その代謝物及び cilomilast のリンパ球及び単球の活性化に対する抑制作
用をサイトカイン産生を指標に評価した。 
 
材料と方法 
化合物 
E6005, E6005-metabolite, cilomilast [4-cyano-4- (3-cyclopentyloxy- 
4-methoxyphenyl) cyclohexane-1-carboxylic acid]はエーザイ株式会社
筑波研究所にて合成された。Phytohemagglutinin-P (PHA-P) (和光純薬
株式会社、大阪、日本 )、Dynabeads® CD3/CD28 T-cell Expander 
(Invitrogen Karlsruhe 、 Germany) 、 Lipopolysaccharide (LPS) 
(Sigma-aldrich、St. Louis、USA) 
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ヒト末梢血単核球細胞の分離 
少なくとも 1 週間以内は薬物療法を受けていない健常なボランティアか
ら静脈血を採取し、50 mL のポリプロピレンチューブ内で、25 mL の血
液に対して 25 L のヘパリン（味の素株式会社、東京、日本）を混合し
凝固を防止した。6％デキストランを含有する生理食塩水（7mL）を 25 mL
の血液に添加し、チューブを転倒混和した後、室温で 30 分間放置し赤血
球を沈殿させた。上相を別のチューブに回収し、50 mL の容積まで
phosphate buffer saline (PBS)で希釈した。室温で 7 分間、1500 rpm で
遠心分離した後、ペレットを 4 mL の PBS で再懸濁し、細胞懸濁液を別
のチューブに用意した 4 mL のフィコール·パック™PLUS（Amersham 
Bioscience, Uppsala, Sweden）上に重層した。室温で 30 分間、2000 rpm
で遠心分離後、単核細胞を含有する中間相を別のチューブに回収する。
得られた細胞を PBS で洗浄し、室温で 5 分間、1500 rpm で遠心分離す
る。ペレットを Medium A; RPMI-1640 培地 〔(10% fetal bovine serum 
(FBS), penicillin (100 units/mL), streptomycin (100 μg/mL) and 50 
mol/L 2-mercaptoethanol 含有)〕に再懸濁し、2  106細胞/ mL の密度
に調製した。 
 
細胞刺激剤の調製 
PHA-P：凍結乾燥された PHA-P (50 mg/vial)を 5 mL の滅菌精製水で溶
解し 10 mg/mL を得た。これをさらに Medium A を用いて 4 mg/mL と
した。 
Anti-CD3/CD28 antibody：Anti-CD3/CD28 antibody は Medium A を用
いて 0.125 mg/mL に調製した。 
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LPS：滅菌精製水を用いて 1 mg/mL LPS 溶液を調製した。これをさらに、
Medium A を用いて 100 ng/mL 溶液を調製した。 
 
ヒト末梢血単核球細胞からのサイトカイン産生評価 
96 ウェルマイクロプレートに 60 L の Medium A を添加し、100 L の
末梢血単核球細胞懸濁液を添加した。さらに、20 L の試験化合物溶液若
しくは Vehicle を添加し、37C で 30 分間インキュベートした。その後、
20 L の 4 mg/mL PHA-P 溶液、若しくは 0.125 mL/mL anti-CD3/CD28 抗
体溶液、若しくは 100 ng/mL LPS solution を添加し、37°C、5% CO2条件下
で 24 時間、若しくは 72 時間インキュベートした。インキュベーション
後、培養上清を回収し、培地中のサイトカイン量を Bio-Plex Human 
cytokine Th1/Th2 assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 米国)により測定し
た。得られた測定結果を基に、サイトカイン産生阻害率を以下のように
算出した。 
サイトカイン産生阻害率＝
BC
TC


100  
T: 評価化合物添加ウェルのサイトカイン量 (pg/mL) 
 B: 未刺激ウェルのサイトカイン量 (pg/mL; basal) 
 C: 刺激ウェルのサイトカイン量 (pg/mL; control) 
 
サイトカイン測定結果の統計解析 
得られたサイトカイン産生阻害率は、平均値標準偏差値として纏めた。
平均 IC50 値及び平均信頼区間は、各サイトカイン産生阻害率から得られ
たシグモイド・カーブより算出した。統計解析は、SAS software package 
version 8.2 (SAS Institute Japan Ltd., Tokyo, Japan)により行った。 
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結果 
   細胞系の評価系としてヒト末梢血単核細胞からのサイトカイン産生に対
して評価したところ、以下の通り、リンパ球からの IL-2、 IL-4、 IFN-、 
TNF産生、また単球からの IL-12、  TNF産生に対する E6005, 
cilomilast, E6005 代謝物(E6005-metabolite)の作用は以下の通りである 
(Figure1-2-1~3, Table 1-2)。 
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Figure 1-2-1.  Inhibitory effects of E6005 and control articles on 
IL-2 and IL-4 production from anti-CD3/CD28 antibody-stimulated 
PBMCs 
Each data point represents the mean  SEM from three independent 
experiments performed in triplicate. 
  
ð
ð
ð
ð
ð
ð
J
J
J
J
J J
H
H
H
H
H
-20
0
20
40
60
80
100
0.1 1 10 100 1000 10000
In
h
ib
it
io
n
 (
%
)
Concentration (nmol/L)
ð
ð
ð
ð
ð ð
J
J
J
J
J
J
H H
H
H
H
-20
0
20
40
60
80
100
0.1 1 10 100 1000 10000
In
ih
bi
ti
o
n
 (
%
)
Concentration (nmol/L)
ð E6005
J Cilomilast
H E6005-Metabolite
  
21 
 
 
 
Figure 1-2-2.  Inhibitory effects of E6005 and control articles on IFN- and TNF-α 
production from PHA-P-stimulated PBMCs 
Each data point represents the mean  SEM from three independent 
experiments performed in triplicate. 
  
ð
ð
ð
ð ð ð
J
J
J
J
J J
H
H
H
H
H
0
20
40
60
80
100
0.1 1 10 100 1000 10000
In
h
ib
it
io
n
 (
%
)
Concentration (nmol/L)
ð
ð
ð
ð ð
ð
J
J
J
J
J J
H
H
H
H
H
0
20
40
60
80
100
0.1 1 10 100 1000 10000
In
h
ib
it
io
n
 (
%
)
Concentration (nmol/L)
ð E6005
J Cilomilast
H E6005-Metabolite
  
22 
 
 
 
 
Figure 1-2-3.  Inhibitory effects of E6005 and control articles on IL-12 and TNF-α 
production from LPS-stimulated PBMCs 
Each data point represents the mean  SEM from three independent 
experiments performed in triplicate. 
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Table 1-2.  Inhibitory effects of E6005 and control articles on cytokine production 
from stimulated PBMCs 
 
Each data represents the mean IC50 and 95% CI (nmol/L) from three independent 
experiments performed in triplicate.
 
a
 anti-CD3/CD28 antibody-stimulated 
b
 PHA-P-stimulated 
c 
LPS-stimulated 
  
E6005 cilomilast E6005-metabolite
IL-2
a 3.1 (2.0 - 4.9) 59 (36 - 95) 360 (350 - 370)
IL-4
a 2.7 (0.90 - 8.3) 90 (49 - 160) 340 (240 - 470)
IFN-
b 0.87 (0.015 - 52) 30 (0.22 - 4100) 180 (0.95 - 35000)
TNF-α
b 0.78 (0.38 - 1.6) 26 (15 - 46) 160 (80 - 310)
IL-12
c 0.49 (0.21 - 1.2) 33 (14 - 81) 100 (13 - 820)
TNF-α
c 0.79 (0.085 - 7.4) 82 (4.9 - 1300) 170  (36 - 780)
IC50   (95% CI)
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考察 
   臨床で免疫抑制剤であるシクロスポリンが奏功していることからも、T
細胞はアトピー性皮膚炎病態を形成する上で重要な役割を果たしている
ことが考えられる。T 細胞は産生するサイトカインの種類によって Th1
細胞(IFN-, IL-2 など産生)、Th2 細胞(IL-4, IL-5 など産生)に分けられて
おり、両者がお互いを制御することで Th1/Th2 のバランスが保たれ、正
常な皮膚環境が維持されると考えられている。アトピー性皮膚炎病態急
性期には、T 細胞の中でも Th2 細胞が非疹部に浸潤し、Th2 サイトカイ
ンを産生することで、プラズマ B 細胞における IgE のクラススイッチを
誘導し、アレルギー病態を形成することが知られている。また病態慢性
期には、Th1 細胞が IFN-や IL-2 の産生を介して病態形成に関わってい
るとされている(Hijnen et al., 2008)。また単球から産生される IL-12 が
Th2 細胞から Th1 細胞への可塑性にも関与するとされている(Grewe et 
al., 1998)。アトピー性皮膚炎の病態においてはリンパ球・単球から産生
されるこれらサイトカインの働きにより炎症応答のみならず、痒み誘発
物質の産生亢進また接着分子やケモカインの発現亢進を介して、様々な
炎症性細胞が皮疹部に誘導され痒みを伴った皮膚炎症病態が形成される
と考えられている。PDE4 阻害剤である E6005 はこれらサイトカイン産
生を幅広く抑制することで皮膚炎症および痒み症状を改善することが期
待される。また無細胞の酵素評価系においては、E6005 と E6005 代謝物
の PDE4 阻害活性は同程度であったが、サイトカイン産生抑制作用につ
いて、E6005 代謝物は活性が 100 倍程度減弱していた。細胞膜透過性の
低下などの可能性が考えられる。 
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小括 
   本章においては E6005 の in vitro 活性について、無細胞評価系及び細胞
評価系を用いて評価を行った。E6005 は、第一世代 PDE4 阻害剤
cilomilast よりも 10 倍程度強い PDE4 阻害活性を示し、また PDE4 選択
的な阻害活性を持つことを確認できた。PDE はそのサブタイプの多様性
から色々な臓器に発現しており、非選択的な PDE 阻害剤はその副作用が
懸念されるところであるが、PDE4 選択的な化合物ということで、その
ような懸念を最小限に抑えることができると考えている。また、E6005
はヒトリンパ球及び単球からのサイトカイン産生を0.49~3.1 nMの IC50
値を以って抑えることを確認した。E6005 はリンパ球及び単球からの
Th1/Th2 サイトカイン及び TNFなど炎症性サイトカインの産生を抑え
ることで、皮膚炎症病態のみならず、アトピー性皮膚炎に特徴的な痒み
反応に対しても効果を発現することが期待される。そこで、次章以降、in 
vivo 条件において、E6005 の皮膚炎症に対する効果及び痒みに対する効
果を検討することとした。 
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第２章 E6005 の in vivo における抗皮膚炎症効果 
 
序論 
第一章において E6005 が PDE4 を選択的に阻害こと、及びヒト末梢血単
核球細胞を用いた検討において、白血球からのサイトカイン産生を抑制
することを、in vitro 実験系において証明した。In vitro 実験系は、ある
限られた条件化における現象を検証することになるので、実際の生体内
における細胞の反応性や細胞を取り巻く環境を全て反映しているわけで
はない。化合物のヒトでの効果を予測する為には、より実際に即した実
験系において化合物の効果を検証する必要がある。そこで、本章では複
数の皮膚炎モデルを用いて in vivo における E6005 の効果を検証し、
E6005 のアトピー性皮膚炎適応の可能性について検討を行った。 
これまでにもアトピー性皮膚炎を模倣する皮膚炎動物モデルは幾つか報
告されているが、ハプテンを連続塗布することで得られる慢性型皮膚炎
モデルもその一つである。このハプテン誘発皮膚炎の病態形成過程に於
いて慢性的なリンパ球の活性化が報告されており、特に Th1 や Th2 の活
性化が関与しているとされている (Allen, 2013)。第一章の in vitro の実
験結果から、E6005 が Th1 サイトカインや Th2 サイトカインの産生抑制
効果を持つことが示されていることから、先ずハプテン誘発皮膚炎を用
いた検証に取り組んだ。 
アトピー性皮膚炎適応の可能性を検証するために、よりアトピー性皮膚
炎に近い動物モデルで評価を行う必要がある。NC/Nga マウスは、
Conventional 環境下で、アトピー性皮膚炎において典型的な症状である
紅班、浮腫、擦過傷、糜爛などの皮膚炎症状を好酸球の浸潤及び掻波行
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動を伴って発症し、また血液中の IgE 濃度の上昇も認められることなど
から (Matsuda et al., 1997)、アトピー性皮膚炎のモデルマウスとして広
く使用されている。本研究では無菌条件下 (Specific Pathogen Free, 
SPF)において安定的に皮膚炎を誘発するために、パプテンを連続塗布す
ることで皮膚炎病態を誘導し、E6005 の効果を検証した。次に、よりヒ
トに即した動物モデルでの検証を行うために、ヒトのアトピー性皮膚炎
の発症要因の一つであるダニアレルギーを模倣して、ダニ抽出物を
NC/Nga マウス皮膚に連続塗布することで得られる皮膚炎を誘発し、
E6005 の効果を検証した。 
  
28 
 
第１節 ハプテン誘発皮膚炎モデルにおける
E6005 の抗炎症作用 
 
背景 
   ハプテンの一つである oxazolone は皮膚に連続塗布することによって、
Th2 型の皮膚炎症状を誘導することが知られており、また Balb/c マウス
はハプテンの繰り返し塗布により、Th2 反応を起こしやすいとされてい
る (Ivetić et al., 2012)。そこで、アトピー性皮膚炎の病態を模倣する実
験系として、oxazolone を Balb/c マウスマウスに連続塗布することによ
り Th2 型の皮膚炎を誘導し、E6005 の抗皮膚炎効果を検証した。 
 
材料と方法 
評価化合物・試薬 
E6005, Cilomilast [4-cyano-4- (3-cyclopentyloxy-4-methoxyphenyl) 
cyclohexane-1-carboxylic acid]はエーザイ筑波研究所において合成され
た。 Oxazolone は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)より購入した。 
 
実験動物 
動物は、6~8週齢のBALB/c 雄マウス (日本チャールズリバー株式会社、
神奈川、日本)より購入し、入手後は検疫及び馴化のための 7 日間の予備
飼育期間を設け、一般状態の異常を認めず、順調な体重増加を示した動
物を試験に使用した。飼育環境条件は、温度 (23  3℃)、湿度 (55  15)、
照明時間(明暗各 12 時間、7:00 から 19:00 の時間帯は照明下)の条件下で
バリア方式動物飼育室にて飼育した。飼料は固形飼料を使用し自由に摂
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取させた。飲料水は上水道水を自由に与えた。動物実験計画は、エーザ
イ動物実験委員会の審査を受けて承認された。 
 
皮膚炎の誘導 
Oxazolone をアセトン：エタノール=1:1 溶媒を用いて溶解した。BALB/c
マウスの両耳介部に、ピペットマンを用いて 10 L の 0.3% oxazolone 溶
液を塗布し、初回感作を行った。続いて初回感作より 5、8、12、15、19
日目において 0.1% oxazolone 溶液を右耳介部に塗布し、皮膚炎の誘導を
行った。 
E6005 をアセトン：エタノール=1:1 溶媒を用いて溶解し 0.01、0.03、0.1%
溶液を調製した。oxazolone の初回感作から 5 日目以降 19 日目まで、10 
L の E6005 溶液(0.01~0.1%)もしくはアセトン：エタノール=1:1 溶媒を
連日投与した（oxazolone 塗布日には oxazolone 塗布の 4 時間前及び 4
時間後の 2 回 E6005 塗布を実施）。oxazolone 塗布の一日後、耳介肥厚の
測定のためにダイヤル式チックネスゲージ（尾崎製作所、日本）を用い
て耳介の厚さを測定した。 
実験最終日に、mRNA 発現解析のために耳介皮膚を回収した。 
 
mRNA 発現解析 
   耳介皮膚をホモジュナイズし、RNeasy mini kit (Qiagen, Germantown, 
MD を用いて全 RNA を抽出した。RT-PCR は TaqMan® Reverse 
Transcription Reagents (Applied Biosystems, Hammonton, NJ)を用い
て行った。リアルタイム PCR 解析は ABI Prism 7900 Sequence Detector 
(Applied Biosystems)を用いて行った。実験に使用したプローブは以下の
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通りである。 
   18S ribosomal RNA (cat no. 4333760F) 
IL-1 (cat no. Mm00434228) 
IL-4 (cat no. Mm00445260) 
VCAM-1 (cat no. Mm00449197) 
ICAM-1 (Mm00516024) 
 
相対的発現レベルの解析は、ハウスキーピング遺伝子である 18S 
ribosomal RNA の発現レベルを用いて標準化し、2-CT method を用い
て算出した。 
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結果 
   E6005 の抗炎症作用を in vivo レベルで評価するために、ハプテン誘発接
触皮膚炎型マウスモデルを用いて E6005 の効果を検証した。Vehicle 塗
布群においてはハプテン oxazolone の連続塗布により皮膚の厚みが増加
し、day15 でプラトーに達した。E6005 塗布群においては皮膚の肥厚が
用量依存的に有意に抑制されていた。また、vehicle 塗布群では IL-1や
IL-4 といったサイトカイン、VCAM-1 や ICAM-1 等の接着分子の mRNA
発現レベルが亢進していたが、E6005 塗布により発現レベルが有意に抑
制されていた(2-1-1, 2-1-2)。 
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Figure 2-1-1. Topical effect of E6005 ointment on oxazolone-induced ear 
inflammation 
Ten µL of 0.01% E6005 ointment (■), 0.03% E6005 ointment (▲), 0.1% 
E6005 ointment (●), or vaseline-based vehicle ointment (♦) was applied 5 
times per week from day 5 to day 15 in BALB/c mice. Results are expressed 
as the mean  SEM (n = 9 or 10). The degree of dermatitis was evaluated by 
calculating the increase in ear thickness from the basal value of day 0. 
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Figure 2-1-2. Topical effect of E6005 ointment on oxazolone-induced ear 
inflammation 
At the end of the experiment, skin tissues were collected for mRNA 
expression analysis. mRNA expression of IL-1, IL-4, VCAM-1 and 
ICAM-1 in homogenates from inflamed skin was measured. The results 
are expressed as mean  SEM (n = 9). Static analysis was performed by 
Dunnett’s multiple comparison test. *p < 0.05 versus the vehicle-treated 
and acetone-challenged group. 
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考察 
   皮膚炎部位において、IL-1は炎症性サイトカインとしてケラチノサイト
からの様々なケモカイン産生を促がし(Shimada et al., 2003; Nambu et 
al., 2006)、IL-4 は B 細胞からの抗体産生に関わる他、VCAM-1 など接
着分子の発現を亢進し他の免疫細胞の浸潤を促がすなどして病態形成に
関わっていると考えられる(Chan et al., 2001; Chen et al., 2010)。第一章
において、E6005 はリンパ球や単球からのサイトカイン産生を抑制する
効果を見出している。本研究においても、皮膚炎部位に浸潤したリンパ
球や単球からの IL-1, IL-4 産生を抑制し、その結果、接着分子の発現低
下を誘導していると考えられる。E6005 は皮膚炎におけるこれらサイト
カイン・接着分子の発現を抑制することで抗炎症効果を発揮していると
考えられる。 
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第２節 NC/Nga アトピー性皮膚炎モデルの病態
形成における掻破行動の影響評価 
 
背景 
   NC/Nga マウスは古くはニシキネズミと呼ばれ、本邦においてペットと
して飼育されてきた愛玩用ネズミを起源とするマウスである。ニシキネ
ズミの頭文字 N、毛色のシナモンの頭文字 C を取り、1957 年に名古屋大
学の近藤らの研究グループにより純系化されたことから、NC/Nga マウ
スとして命名されている。近年、東京農工大学の松田ら研究グループに
より、通常環境下 (Conventional）において飼育された NC/Nga マウス
が自然発症的に掻痒を伴った皮膚炎を生じ、臨床的・病理学的にアトピ
ー性皮膚炎と類似したモデルマウスであると報告された(Matsuda et al., 
1997)。アトピー性皮膚炎では重度な痒みを伴うことが特徴であり、痒み
は重要な診断基準の一つでもある。そこで NC/Nga マウスモデルとヒト
アトピー性皮膚炎の類似性を検証するために、NC/Nga マウスに生じる
痒みが皮膚炎病態形成の増悪因子として関与しているのかどうか検討を
行った。 
 
 
材料と方法 
試薬 
Oxazolone は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)より購入した。 
 
実験動物 
動物は、6~8 週齢の NC/Nga 雌マウス (日本エスエルシー株式会社、静
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岡、日本)より購入し、入手後は検疫及び馴化のための 7 日間の予備飼育
期間を設け、一般状態の異常を認めず、順調な体重増加を示した動物を
試験に使用した。飼育環境条件は、温度 (23  3℃)、湿度 (55  15)、照
明時間(明暗各 12 時間、7:00 から 19:00 の時間帯は照明下)の条件下でバ
リア方式動物飼育室にて飼育した。飼料は固形飼料を使用し自由に摂取
させた。飲料水は上水道水を自由に与えた。動物実験計画は、エーザイ
動物実験委員会の審査を受けて承認された。 
 
皮膚炎の誘導 
Oxazolone をアセトン溶媒により 0.3%溶液を調製した。NC/Nga マウス
の両耳介部に、ピペットマンを用いて 50 L の 0.3% oxazolone 溶液を塗
布し、初回感作を行った。続いて初回感作より 5、8、12、15 日目におい
て 0.3% oxazolone 溶液を左耳介部に塗布し、接触皮膚炎の誘導を行った。
初回感作から 8日目の oxazolone溶液塗布 (3rd challenge)前にマウスの
爪を切除した。皮膚炎の重症度は、紅班、浮腫、擦過傷、糜爛などの皮
膚炎症状を、無症状：0、軽度：1、中等度：2、重度：3 の 4 段階でスコ
ア化し、その合計点数を当該マウスの皮膚炎スコアとした。また擦過傷、
糜爛について抽出したスコアを掻破関連スコアとした。皮膚炎スコアリ
ングは初回感作から 8 日目以降 16 日目まで実施した。 
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結果 
   無処置群においては、ハプテン oxazolone 塗布による顕著な皮膚炎の誘
導が認められたが、爪を切除した群においては、皮膚炎誘導初期のタイ
ミングから皮膚炎病態形成の抑制傾向が認められた。皮膚炎誘導から 8
日目の時点で、無処置マウスの皮膚炎スコアは 3.3 ± 0.75 であったのに
対し、爪切除群においては 1.6 ± 0.65 と有意に皮膚炎が抑制されていた
(Figure 2-2A)。また、皮膚炎スコアの中でも掻破行動と特に関連する擦
過傷、糜爛スコアに注目して合計スコアから抽出して再解析を行ったと
ころ、無処置マウスの掻破関連スコアは 1.57 ± 0.57 であったのに対し、
爪切除群においては 0.98 ± 0.53 であり、掻破行動によると考えられる皮
膚炎所見も爪切除により有意に抑制されていた(Figure 2-2B)。以上の結
果から、NC/Nga マウスの皮膚炎病態形成過程において、掻破行動が関
与している可能性が示唆された。 
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Figure 2-2. Toenail clipping ameliorated the development of dermatitis in 
NC/Nga mice 
NC/Nga mice with nails (♦) or without nails (■ ) were sensitized and 
challenged with oxazolone. Severity of dermatitis was scored according to the 
following symptoms: erythema/hemorrhage, dryness, wound, scab, and 
oozing. The dermatitis score was recorded from the day of the 3rd challenge 
to the end of the experiment. The mean severity score of dermatitis in mice 
without nails (1.6 ± 0.65) was significantly lower compared to that of 
non-treated mice (3.3 ± 0.75) at the endpoint. Results are expressed as the 
mean  SEM (n = 14). B) Excoriation score, scratch related skin symptom 
were re-analyzed. The mean wound and oozing score without nails (0.98 ± 
0.53) was significantly lower than that of with nail mice (1.57 ± 0.57). 
Static analysis was performed by unpaired t-test. *p  0.05 versus the ‘with 
nails’ group.  
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考察 
爪を切除することにより、掻破行動時の皮膚への物理的な影響が抑制さ
れたことから、爪切除マウス群では皮膚炎病態形成が抑制されたことが
考えられる。これまでの報告から NC/Nga マウスにおいてアトピー性皮
膚炎と病理的に類似した皮膚炎病態が形成されることなどが報告され
ているが、本研究によりその皮膚炎病態形成過程において掻破行動が増
悪因子として関与している可能性が示唆された。ヒトアトピー性皮膚炎
病態の形成においても itch-scratch cycle により掻破行動が皮膚炎悪化
の重要な因子として考えられている。従って、この NC/Nga マウスにお
いても同様な機序により皮膚炎が形成されていると考えられることか
ら、アトピー性皮膚炎モデルマウスとしての妥当性をサポートする知見
が得られたと考えている。次節以降、この NC/Nga マウスを用いて
E6005 の薬効評価を行った。 
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第３節 NC/Nga アトピー性皮膚炎モデルにおけ
る E6005 の抗皮膚炎症作用 
 
背景 
第 2 章第 1 節において、E6005 が IL-4 や IL-1、接着分子の発現抑制を
介して、パプテン誘発皮膚炎改善効果を有することを確認した。そこで
よりアトピー性皮膚炎に近いモデルとして、NC/Nga アトピー性皮膚炎
モデルを用いた E6005 の抗皮膚炎症作用について検証した。 
 
 
材料と方法 
評価化合物・試薬 
E6005,Cilomilast[4-cyano-4-(3-cyclopentyloxy-4-methoxyphenyl)cyclo
hexane-1-carboxylic acid]はエーザイ筑波研究所において合成された。 
Oxazolone, tacrolimus は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)より購入し
た。Dermatophagoides farina body (Dfb) 軟膏(Biostir-AD)はビオスタ株式会
社（神戸、日本）より購入した。 
 
実験動物 
動物は、6~8 週齢の NC/Nga 雌マウス (日本エスエルシー株式会社、静
岡、日本)より購入し、入手後は検疫及び馴化のための 7 日間の予備飼育
期間を設け、一般状態の異常を認めず、順調な体重増加を示した動物を
試験に使用した。飼育環境条件は、温度(23  3℃)、湿度(55  15)、照明
時間(明暗各 12 時間、7:00 から 19:00 の時間帯は照明下)の条件下でバリ
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ア方式動物飼育室にて飼育した。飼料は固形飼料を使用し自由に摂取さ
せた。飲料水は上水道水を自由に与えた。動物実験計画は、エーザイ動
物実験委員会の審査を受けて承認された。 
 
ハプテン誘発皮膚炎の誘導 
Oxazolone をアセトン溶媒により 0.3%溶液を調製した。NC/Nga マウス
の両耳介部に、ピペットマンを用いて 50 L の 0.3% oxazolone 溶液を塗
布し、初回感作を行った。続いて初回感作より 5、8、12、15 日目におい
て 0.3% oxazolone 溶液を左耳介部に塗布し、接触皮膚炎の誘導を行った。 
E6005 をアセトン：エタノール=1:1 溶媒を用いて溶解し 0.03、0.1、0.2%
溶液を調製した。また tacrolimus をアセトン：エタノール=1:1 溶媒を用
いて溶解し 0.1%溶液を調製した。oxazolone の初回感作から 12 日目以降
18 日目まで、15 L の E6005 溶液(0.03~0.2%)、0.1% tacrolimus 溶液も
しくはアセトン：エタノール=1:1 溶媒を連日塗布した。皮膚炎の重症度
は、紅班、浮腫、擦過傷、糜爛などの皮膚炎症状を、無症状：0、軽度：
1、中等度：2、重度：3 の 4 段階でスコア化し、その合計点数を当該マ
ウスの皮膚炎スコアとした。皮膚炎スコアリングは初回感作から 12 日目
以降 18 日目まで、薬剤塗布前に実施した。E6005 の薬物効果は、19 日
目においてブラインド化で実施した。 
 
ダニ抽出物誘発皮膚炎の誘導 
マウスのバリア機能を傷害する為に 150 Lの 4%SDS 溶液を塗布してか
ら 1 時間後、50 mg のダニ抽出物である Dfb 軟膏剤を NC/Nga マウスの
背中に塗布した、感作初日とした。初回感作から 3、7、10、14 日後にも
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同様にして 4%SDS 溶液塗布後に Dfb 軟膏剤を塗布し皮膚炎の誘導を行
った。E6005 をアセトン：エタノール=1:1 溶媒を用いて溶解し 0.03、0.1
溶液を調製した。oxazolone の初回感作から 12 日目以降 18 日目まで、
15 L の E6005 溶液(0.03~0.2%)若しくはアセトン：エタノール=1:1 溶
媒を連日塗布した。皮膚炎の重症度は、紅班、浮腫、擦過傷、糜爛など
の皮膚炎症状を、無症状：0、軽度：1、中等度：2、重度：3 の 4 段階で
スコア化し、その合計点数を当該マウスの皮膚炎スコアとした。皮膚炎
スコアリングは初回感作から 14、17、21 日目の薬剤塗布前に実施した。
E6005 の薬物効果は、21 日目においてブラインド化で実施した。 
 
病理評価 
皮膚組織を回収し 10%中性ホルマリン溶液を用いて固定した。パラフィ
ン包埋後、40 m の薄利切片を作成し、ヘマトキシリン・エオジン染色
を実施した。各切片における表皮厚をそれぞれ 20 箇所測定して平均値を
算出し、表皮肥厚を評価した。 
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結果 
   ハプテン誘発 NC/Nga 皮膚炎における E6005 の治療的薬物効果 
Oxazolone の連続塗布によりアトピー性皮膚炎様症状が誘導された。各
スコアにおける代表例を Figure 2-3-1 に示した。E6005 は皮膚炎が発現
してから治療的投与スケジュールにて塗布された。治療開始から 7 日目
における vehicle 塗布群の皮膚炎スコアは 4.5 ± 0.4 であったが、0.003%, 
0.01% and 0.03% E6005 塗布群の皮膚炎スコアは 4.3 ± 0.4, 3.4 ± 0.4, and 2.8 
± 0.4 であり、E6005 塗布により用量依存的な有意な皮膚炎の治療改善効
果が認められた(Figure 2-3-2)。 
 
ハプテン誘発 NC/Nga 皮膚炎における tacrolimus との薬物効果比較 
   E6005 の皮膚炎抑制効果について、すでにアトピー性皮膚炎治療軟膏剤
として承認が得られている tacrolimus との薬効比較を行った。薬物投与
は皮膚炎スコアが 3 程度となった後から、治療的スケジュールにて実施
された。投与開始から 7 日目における vehicle 塗布群の皮膚炎スコアは
5.0 ± 0.8 であったが、0.1% tacrolimus 塗布群における皮膚炎スコアは
3.1 ± 0.9、0.03% and 0.1% E6005 塗布群のスコアはそれぞれ 3.2 ± 0.8, 
2.5 ± 0.7 であった。vehicle 塗布群スコアとの統計比較において、0.1% 
E6005 塗布群においてのみ有意差が認められたことから、少なくとも
tacrolimus と同等以上の薬物効果が E6005 に認められた(Figure 2-3-2a)。
またアトピー性皮膚炎の典型的な病理所見の一つである表皮肥厚に関し
て、投与開始 7 日目における vehicle 塗布群無疹部における表皮厚は 23.5 
± 1.2 m であったのに対し、皮疹部の表皮厚は 58.9 ± 3.4 m であった。
一方、0.1% tacrolimus 塗布群における表皮厚は 45.0 ± 3.8 m、0.03% 
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and 0.1% E6005 塗布群の表皮厚はそれぞれ 48.6 ± 3.1 m, 46.1± 1.8 m
であり、0.1% tacrolimus 塗布群及び 0.03, 0.1% E6005 塗布群において
vehicle 塗布群との有意差が認められた(Figure 2-3-3)。 
 
ダニ抽出物誘発 NC/Nga 皮膚炎における E6005 の治療的薬物効果 
ダニ抽出物の連続塗布により紅班、浮腫、擦過傷、糜爛といったアトピ
ー性皮膚炎様症状が誘導され、感作開始から 14 日目にはプラトーに達し
た。各皮膚炎スコアにおける代表例を Figure2-3-4 に示した。E6005 軟
膏は皮膚炎が発現してから治療的投与スケジュールにて塗布された。治
療開始から 7日目における vehicle塗布群の皮膚炎スコアは 4.6 ± 0.7であ
ったが、0.03%, 0.1% E6005 塗布群の皮膚炎スコアはそれぞれ 3.7 ± 0.7, 2.3 
± 0.6 であった。0.1%E6005 塗布において有意な皮膚炎治療改善効果が認
められた(Figure 2-3-5a)。また表皮肥厚に関して、投与開始 7 日目にお
ける vehicle 塗布群無疹部における表皮厚は 25.7 ± 1.1 m であったが、
皮疹部の表皮厚は 66.3 ± 4.1 m であった。一方、0.03% and 0.1% E6005
塗布群の表皮厚はそれぞれ 64.1 ± 4.5 m, 48.2 ± 3.8 m であり、0.1% 
E6005 塗布群において vehicle 塗布群との有意差が認められた(Figure 
2-3-5b)。 
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Figure 2-3-1.  Representative macroscopic feature of skin lesion in NC/Nga 
mice with individual score 
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Figure 2-3-2. Therapeutic effect of topically applied E6005 on 
oxazolone-induced dermatitis score in NC/Nga mice 
Fifteen microliters of 0.003% E6005 ointment (■), 0.01% E6005 ointment 
(▲), 0.03% E6005 ointment (●), or Vaseline based-vehicle ointment (♦) was 
administrated once a day from day 12 to day 18 onto the ears of NC/Nga mice 
that were sensitized and challenged with oxazolone as described in Materials 
and Methods. Skin lesion was scored according to the following symptoms: 
erythema/hemorrhage, excoriation, and oozing/crusting, and evaluated as 
described in Materials and Methods. Results are expressed as the mean  
SEM (n = 19 or 20). Static analysis was performed by Dunnett’s multiple 
comparison test. *p  0.05 versus the vehicle-treated group. 
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Figure 2-3-3.  Comparison of therapeutic effect of E6005 with tacrolimus in 
the oxazolone-induced dermatitis model 
Fifty microliters of 0.03% E6005 solution (▲), 0.1% E6005 solution (■), 0.1% 
tacrolimus solution (●), or acetone/ethanol based-vehicle solution (♦) was 
administered in single daily doses from day 12 to day 18 onto the rostral 
back of NC/Nga mice. Each compound was dissolved in a 1:1 acetone/ethanol 
solution. (a)The severity of dermatitis was evaluated based on four skin 
symptoms (erythema/hemorrhage, excoriation, edema, and induration). (b)At 
the end of the experiment, skin tissues were collected from the rostral back 
for H&E staining. Epidermal thickness was determined by measuring 20 
spots on the epidermis on the H&E-stained slides. Non–challenged area in 
control group was used as un-involved control. Results are expressed as the 
mean  SEM (n = 14 or 15). Static analysis was performed by Dunnett’s 
multiple comparison test. *p  0.05 versus the vehicle-treated group. 
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Figure 2-3-4.  Representative macroscopic feature of mite extract induced- 
skin lesion in NC/Nga mice with individual score 
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Figure 2-3-5.  Therapeutic effect of topically applied E6005 on mite-induced 
dermatitis 
Fifty microliter of 0.03% E6005 solution (▲), 0.1% E6005 solution (■) or 
acetone/ethanol based-vehicle solution (●) were applied once daily from day 
14 to day 21 to the rostral back of NC/Nga mice that were sensitized and 
challenged as described in Materials and Methods. Each compound was 
dissolved in a 1:1 acetone/ethanol solution. (a)Severity of dermatitis was 
evaluated on day 21 according to four skin symptoms (erythema/hemorrhage, 
excoriation, popular/induration, and edema) on rostral back and scored on a 
scale of 0–3 (0 = none, 1 = slight, 2 = moderate, and 3 = severe). (b)At the end 
of the experiment, dorsal skin tissues were collected for H&E staining. 
Epidermal thickness of the rostral back of mice was determined by 
measuring 20 spots in the interfollicular epidermis on H&E-stained slides. 
Results are expressed as the mean  SEM (n = 18 or 19). Static analysis was 
performed by Dunnett’s multiple comparison test. *p  0.05 versus the 
vehicle-treated group. 
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考察 
   ハプテン及びより臨床に近いダニ抽出物を用いた NC/Nga マウスモデル
において、ヒトアトピー性皮膚炎と類似した皮膚炎症状（紅班、浮腫、
擦過傷、糜爛）が認められ、これらの症状に対し E6005 塗布による治療
的な改善効果が認められた。さらにその効果は臨床でアトピー性皮膚炎
治療薬として用いられている tacrolimus と同等な効果であった。また、
E6005 は皮膚炎に伴い生じた表皮肥厚に対しても抑制効果を発現した。 
IL-4 が表皮肥厚に関与するとの報告があり(Gao et al., 2004)、in vitro, in 
vivo において E6005 の IL-4 産生・発現抑制効果が認められていること
から、E6005 の表皮肥厚抑制効果に IL-4 産生・発現抑制作用が関与して
いる可能性が考えられる。 
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小括 
   本章において、E6005 が IL-4, IL-1といったサイトカイン及び
ICAM-1, VCAM-1 といったケモカインの発現抑制を介して、ハプテン
誘発皮膚炎を抑制することを確認できた。またアトピー性皮膚炎モデ
ルマウスとして国際的に認知されている NC/Nga マウスを用いた検討
において E6005 は tacrolimus と同等の皮膚炎治療効果を示し、より臨
床に近いダニ抽出物により誘発した皮膚炎に対しても有意な皮膚炎治
療効果を確認することができ、アトピー性皮膚炎治療薬としての可能
性を見出すことができた。本章第 2 節で検証したとおり、NC/Nga マ
ウスの皮膚炎病態形成において掻破行動が増悪因子として関与してい
る可能性が示されたことから、次章では、E6005 の掻破行動に対する
効果について検討を行った。 
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第３章 E6005 の抗掻痒効果 
 
序論 
   アトピー性皮膚炎では重度な痒みを伴うことが特徴であり、痒みは重要
な診断基準の一つでもある (Wahlgren, 1999)。痒みとは、「掻きたいとい
う欲望を起こさせる不快な感覚」と定義されている。アトピー性皮膚炎
においては「Itch-scratch cycle」という考え方が提唱されており、アト
ピー患者が出血に至るまで掻破行動を惹起し、こうした掻破行動がさら
に皮膚炎症をさらに悪化させるという悪循環があるとされている。実際
に、第 2 章第 2 節において、掻破行動が皮膚炎病態を悪化させることを
確認している。痒みは病態を悪化させるだけでなく患者の心理的障害に
もなりうることから、AD における痒みのマネジメントは AD 治療におけ
る重要な課題の一つと考えられているが、既存薬では痒みに対して十分
な効果が得られていない。痒みは、痒み誘発物質が痒み伝達神経上の受
容体に結合して神経が興奮し、脊髄後角を介して大脳皮質まで伝達され、
痒みとして認識されると考えられている。ドライスキンやアトピー性皮
膚炎患者では、表皮の上方や角層直下まで C 繊維が侵入し痒み過敏状態
が形成されていると考えられている。第 2 章までに E6005 の皮膚炎抑制
効果を確認してきた。本章では、マウス痒み評価モデルを用いて、E6005
の痒みに対する作用について検討した。 
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第１節 NC/Nga の掻破行動に対する抗ヒスタミ
ン薬及びオピオイド拮抗薬の効果 
 
背景 
   アトピー性皮膚炎に生じる痒みの多くは抗ヒスタミン薬に抵抗性であり、
難治性の痒みと考えられている。そこで、NC/Nga マウスに生じる痒み
がヒトと類似した痒みであるかどうか検証するために、NC/Nga マウス
に生じる掻破行動に対する抗ヒスタミン薬の効果を検証した。また、痒
みには知覚神経が活性化されることにより生じる末梢性の痒みと、オピ
オイドペプチドがオピオイド受容体を活性化することにより生じる中枢
性の痒みに分類される。アトピー性皮膚炎の患者血中で内因性オピオイ
ドの一種である-エンドルフィンが増加していること、またオピオイド
受容体がケラチノサイトに発現していること(Tominaga et al., 2007)、ま
たオピオイド拮抗薬がアトピー性皮膚炎患者の痒みを抑制することなど
から(Malekzad et al., 2009)、アトピー性皮膚炎に生じる痒みに中枢性の
機序も関与していることが示唆されている。そこで NC/Nga マウスのヒ
トアトピー性皮膚炎との類似性を検討するために、NC/Nga マウスに生
じる掻破行動に対するオピオイド拮抗薬の効果を検証した。 
 
材料と方法 
評価化合物・試薬 
Terfenadine及びnaltrexone hydrochloridはSigma-Aldrich (St. Louis, MO, 
USA)より購入した。 
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実験動物 
動物は、6~8 週齢の NC/Nga 雌マウス (日本エスエルシー株式会社、静
岡、日本)より購入し、入手後は検疫及び馴化のための 7 日間の予備飼育
期間を設け、一般状態の異常を認めず、順調な体重増加を示した動物を
試験に使用した。飼育環境条件は、温度(23  3℃)、湿度(55  15)、照明
時間(明暗各 12 時間、7:00 から 19:00 の時間帯は照明下)の条件下でバリ
ア方式動物飼育室にて飼育した。飼料は固形飼料を使用し自由に摂取さ
せた。飲料水は上水道水を自由に与えた。動物実験計画は、エーザイ動
物実験委員会の審査を受けて承認された。 
 
掻破行動の評価 
Oxazolone をアセトン溶媒により 0.5%溶液を調製した。NC/Nga マウス
の両耳介部に、ピペットマンを用いて 50 L の 0.3% Oxazolone 溶液を塗
布し、初回感作を行った。続いて初回感作より 4 及び 7 日目に 0.3% 
oxazolone 溶液を左耳介部に塗布し、皮膚炎の誘導を行った。初回感作よ
り 10 日目に 10 mg/kg terfenedine 若しくは 0.5, 1.5 mg/kg naloxone を
腹腔内投与し、 その 15-30 分後に 0.3% oxazolone 溶液を塗布、その後
直ちに掻破行動を 2 時間測定した。 
    
掻破行動の測定 
測定の前日までに、マウスの下肢に掻破行動測定用マグネット(直径 1mm, 
長さ 3 mm)を埋め込んだ。マグネットを埋め込んだマウスをコイルで巻
かれたチャンバーの中にいれ、マウス下肢の動きを電気的なシグナルと
して検知し、スクラッチ計測・解析ソフトウェア(Micro Act システム、
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ニューロサイエンス)を用いて解析した。得られたシグナルの中で 1.5 秒
以上持続したシグナルを掻破行動として抽出した。結果は、2 時間当りの
掻破行動回数として表示した。 
 
結果 
   Vehicle 投与群における掻破行動回数(671  154 回/2 時間)では、acetone
塗布による掻破行動非惹起群(138  50 回/2 時間)と比較して有意に掻破
行動回数が増加していた。10 mg/kg terfenadine 投与群における掻破行
動回数(641  103 回/2 時間)は、vehicle 投与群と比較して有意な差は得ら
れず、掻破行動の抑制効果は認められなかった (Figure 3-1-1)。 
Vehicle 投与群における掻破行動回数(959  233 回/2 時間)では、acetone
塗布による掻破行動非惹起群(239  68 回/2 時間)と比較して有意に掻破
行動回数が増加していた。3 mg/kg naloxone 投与群における掻破行動回
数(392  57 回/2 時間)及び 10 mg/kg naloxone 投与群における掻破行動
回数(377  86 回/2時間)はvehicle投与群と比較して有意に掻破行動回数
が減少していた (Figure 3-1-2)。 
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Figure 3-1-1.  Anti-pruritic effect of terfenadine was not observed in 
NC/Nga mice model.  
To investigate the effect of anti-Histamine drug on scratching behavior in 
NC/Nga mice, 10 mg/kg terfenadine was administrated before 3rd challenge, 
and then scratching behavior was evaluated. Results are expressed as the 
mean  SEM (n = 16). Static analysis was performed by unpaired t-test. *p  
0.05 versus the vehicle-treated group. 
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Figure 3-1-2.  Anti-pruritic effect of naloxon was observed in NC/Nga mice 
model.  
To investigate the effect of naloxone on the scratching behavior in NC/Nga 
mice, 3 or 10 mg/kg naloxone was administrated before 4th challenge, and 
then scratching behavior was evaluated. Results are expressed as the mean 
 SEM (n = 16). Static analysis was performed by Dunnett’s multiple 
comparison test. *p  0.05 versus the vehicle-treated and 
oxazolone-challenged group. 
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考察 
   NC/Nga 皮膚炎モデルにおいて生じる掻破行動が抗ヒスタミン薬により
抑制されなかったことから、アトピー性皮膚炎に現れるヒスタミン抵抗
性の難治性掻痒と類似した症状である可能性が示唆された。また痒みの
発症機序が、少なくともヒスタミン以外の物質がドミナントに原因とな
って生じる反応である可能性が示された。またアトピー性皮膚炎で生じ
る痒みにおいて末梢性機序のみならず、中枢性機序が関与していること
が報告されているが(Tominaga et al., 2007)、オピオイド拮抗薬である
naloxone が NC/Nga マウスの掻破行動を抑制したことから、このモデル
における痒み反応においてもヒトと類似した中枢性機序が働いている可
能性が示唆された。よってアトピー性皮膚炎で生じる痒みの評価系とし
て、NC/Nga マウスの有用性を確認することができた。次節以降、本モ
デルを用いて薬物評価を行った。 
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第２節 NC/Nga アトピー性皮膚炎モデルにおけ
る E6005 の抗掻痒作用 
背景 
   第二章までに、E6005 のアトピー性皮膚炎様症状に対する改善効果を見
出してきた。そこで、前節においてアトピー性皮膚炎の掻痒モデルとし
て妥当性を検証した NC/Nga マウスモデルを用いて、E6005 の抗掻痒作
用について検討を行った。 
 
材料と方法 
評価化合物・試薬 
E6005,Cilomilast[4-cyano-4-(3-cyclopentyloxy-4-methoxyphenyl)cyclo
hexane-1-carboxylic acid]はエーザイ筑波研究所において合成された。 
Oxazolone、Forskolin、Betamethasone は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 
USA)より購入した。FK-506 は和光純薬株式会社より購入した。 
 
実験動物 
動物は、6~8 週齢の NC/Nga 雌マウス (日本エスエルシー株式会社、静
岡、日本)より購入し、入手後は検疫及び馴化のための 7 日間の予備飼育
期間を設け、一般状態の異常を認めず、順調な体重増加を示した動物を
試験に使用した。飼育環境条件は、温度(23  3℃)、湿度(55  15)、照明
時間(明暗各 12 時間、7:00 から 19:00 の時間帯は照明下)の条件下でバリ
ア方式動物飼育室にて飼育した。飼料は固形飼料を使用し自由に摂取さ
せた。飲料水は上水道水を自由に与えた。動物実験計画は、エーザイ動
物実験委員会の審査を受けて承認された。 
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掻破行動の評価（E6005 の用量反応性） 
Oxazolone をアセトン溶媒により 0.5%溶液を調製した。NC/Nga マウス
の両耳介部に、ピペットマンを用いて 50 L の 0.3% Oxazolone 溶液を塗
布し、初回感作を行った。続いて初回感作より 4、7 日目において 0.3% 
Oxazolone 溶液を左耳介部に塗布し、皮膚炎の誘導を行った。 
Oxazolone の初回感作から 10 日目に、10 L の E6005 軟膏(0.003%、
0.01%、0.03%)もしくはワセリン媒体軟膏を塗布した。4~5 時間後に 0.3% 
Oxazolone 溶液を塗布し、その後直ちに掻破行動を 2 時間測定した。 
    
掻破行動の評価（E6005 及び対照薬の評価） 
Oxazolone をアセトン溶媒により 0.5%溶液を調製した。NC/Nga マウス
の両耳介部に、ピペットマンを用いて 50 L の 0.3% oxazolone 溶液を塗
布し、初回感作を行った。続いて初回感作より 4、7 日目において 0.3% 
oxazolone 溶液を左耳介部に塗布し、皮膚炎の誘導を行った。 
E6005 をアセトン：エタノール=1:1 溶媒を用いて溶解し 0.003、0.01、
0.03%溶液を調製した。また forskolin, betamethasone roflumilast をア
セトン：エタノール=1:1 溶媒を用いて溶解し、それぞれ 4%、0.12%、0.1%
溶液を調製した。Oxazolone の初回感作から 10 日目に、10 L の評価化
合物溶液もしくはアセトン：エタノール=1:1 溶媒を塗布した。1 時間後
に 0.3% oxazolone 溶液を塗布し、その後直ちに掻破行動を 2 時間測定し
た。 
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掻破行動の測定 
測定の前日までに、マウスの下肢に掻破行動測定用マグネット(直径 1 
mm, 長さ 3 mm)を埋め込んだ。マグネットを埋め込んだマウスをコイル
で巻かれたチャンバーの中にいれ、マウス下肢の動きを電気的なシグナ
ルとして検知し、スクラッチ計測・解析ソフトウェア(Micro Act システ
ム、ニューロサイエンス)を用いて解析した。得られたシグナルの中で 1.5
秒以上持続したシグナルを掻破行動として抽出した。結果は、2 時間当り
の掻破行動回数として表示した。 
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結果 
E6005 の用量反応性について検討した。Vehicle+アセトン塗布群では 2
時間当りの掻破行動回数が 430  51 回であったのに対して、
vehicle+oxazolone 塗布群（コントロール群）においては 1164  101 回
と有意に掻破行動回数が上昇していた。掻破行動惹起前に予め E6005 を
塗布した群に於いては、0.003%E6005塗布群で 679  89回、0.01%E6005
塗布群で 654  117 回、0.03%E6005 塗布群で 496  70 回とコントロー
ル群と比較して有意な掻破行動抑制効果が認められた(Figure 3-2-1)。 
Forskolin, roflumilast, betamethasone の抗掻痒効果について検討した。
Vehicle+アセトン塗布群では 2 時間当りの掻破行動回数が 169  23 回で
あったのに対して、vehicle+oxazolone 塗布群（コントロール群）におい
ては 638  100 回と有意に掻破行動回数が上昇していた。0.1% E6005 を
塗布した群に於いては 207  40 回と、コントロール群と比較して有意な
掻破行動が認められた。また PDE4 阻害剤である 0.1% roflumilast もま
た 271   42 回と有意な抑制効果を示し、アデニル酸シクラーゼを活性
化させて cAMP濃度を上昇させる 4% forskolinもまた 283  63回と有意
に抑制した。一方、ステロイドの一つである 0.12% betamethasone には
抑制効果が認められなかった(Figure 3-2-2)。 
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Figure 3-2-1. Effect of compounds on oxazolone-induced scratching behavior 
in NC/Nga mice 
Ten µL of E6005 ointment (from 0.003 to 0.03%) or Vaseline-based vehicle 
ointment was applied on the ear of NC/Nga mice that were sensitized and 
challenged with oxazolone as described in Materials and Method. Scratching 
behavior was induced 4–5 h after the administration of each compound and 
then evaluated for 2 h. Static analysis was performed by Dunnett’s multiple 
comparison test. *p  0.05 versus the vehicle-treated and oxazolone 
challenged group. 
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Figure 3-2-2. Effect of compounds on oxazolone-induced scratching behavior 
in NC/Nga mice 
Acetone/ethanol based-vehicle solution, 0.12% betamethasone solution 
(BETA), 4% forskolin solution (FORS), 0.1% roflumilast solution (ROFL), or 
0.1% E6005 solution was administered to the ear of NC/Nga mice that were 
sensitized and challenged. Each compound was dissolved in a 1:1 
acetone/ethanol solution. Scratching behavior was induced 1 h after the 
administration of each compound and then evaluated for 2 h. Results are 
expressed as the mean  SEM (a, n = 24; b, n = 15). Static analysis was 
performed by unpaired t-test. #p  0.05 versus the vehicle-treated and 
acetone-challenged group. *p  0.05 versus the vehicle-treated and 
oxazolone-challenged group. 
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考察 
   皮膚炎を誘発したNC/Ngaマウスにおける掻破行動をMicroActシステム
により客観的に測定し E6005 の効果を検証したところ、E6005 単回塗布
により即時的な抗掻痒効果が認められた。また、cAMP を上昇させる薬
剤である forskolin や他の PDE4阻害剤Roflumilastも同様に有意な掻破
行動抑制作用を示したことから、E6005 の痒み抑制作用は cAMP の上昇
を介していることが示唆されている。ステロイド薬の一種、
betamethasone は掻破行動を抑制しなかった。PDE4 阻害剤は抗炎症作
用という点においてステロイド薬と類似しているが、E6005 の抗掻痒作
用は抗炎症作用とは違った作用機序に基づく可能性が示唆されている。
トリプターゼやヒスタミンなど多くの痒み誘発物質が脱顆粒したマスト
細胞から産生されるが、PDE4 阻害剤はマスト細胞の脱顆粒を抑制しな
いことが既に報告されている(Shichijo et al., 1999)。表 1 の通り、ケラチ
ノサイトも多くの痒み誘発物質を放出することで痒み病態の形成に寄与
していると考えられており、PDE4 発現がケラチノサイトにも認められ
ることから(Chujor et al., 1998)、ケラチノサイトも E6005 抗掻痒機序の
ターゲット細胞の一つであるかもしれない。NC/Nga マウスにおいて
E6005 は即時的な掻破行動抑制作用を示したことから、痒み伝達神経に
直接作用している可能性も考えられる。最近の報告では、皮膚炎マウス
の皮膚神経の自発発火を測定する実験系において、E6005 塗布により自
発発火が抑制されるデータが示されており(Andoh et al., 2014)、知覚神
経を介した痒みシグナルの伝達を E6005 が局所的に抑制する可能性が示
唆されている。E6005 の痒み抑制作用機序については更なる研究が必要
と考えられる。 
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小括 
   本章において、NC/Nga マウスのアトピー性皮膚炎に生じる痒みモデル
としての妥当性を確認し、この NC/Nga モデルを用いて、E6005 の即時
的な掻破行動の抑制効果を確認した。さらにこの掻破行動抑制効果が、
PDE4 阻害効果に基づく cAMP 上昇作用を介した効果である可能性を見
出した。現在までに、痒み抑制作用と抗炎症作用を合わせ持った薬剤は
上市されていないことから、本剤が重度な痒みに苦しむアトピー性皮膚
炎患者に新たな選択肢を提供できる可能性があると考えている。 
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第４章 E6005 の痒み抑制機序の検討 
 
序論 
   前章において、NC/Nga アトピー性皮膚炎モデルマウスにおける E6005
の抗掻痒作用を確認した。PDE4 阻害剤である roflumilast や cAMP 上昇
作用を持つ forskolin が同様に抗掻痒作用を示したことから、E6005 の抗
掻痒作用は PDE4 阻害作用に基づく細胞内 cAMP 濃度の上昇作用を介し
ている可能性が示唆されている。痒みシグナルの伝達は、末梢知覚神経
の C 繊維が痒み誘発物質により活性化され脊髄を介して、脳にシグナル
を伝えるとされている。アトピー性皮膚炎患者の表皮にこの C 繊維が数
多く進入し、痒み誘発物質の発現亢進と共に痒み刺激をより感知しやす
い環境、即ち痒み過敏状態が形成されているとされている。神経栄養因
子(Nerve Growth Factor, NGF)は C 繊維を含め末梢神経の伸長・維持・
生存に関わる重要な因子として知られているが(Sofroniew et al., 2001)、
近年、痛みや痒みシグナルを修飾する因子としても注目されている。痛
みに関しては、臨床試験において抗 NGF が著効を示したことから、疼痛
抑制のターゲット分子として着目されている (McKelvey et al., 2013)。
一方、痒みに関しても、アトピー性皮膚炎患者の血液中で NGF 濃度の亢
進が認められ、臨床的な皮膚炎重症度との相関関係が認められるなど、
痒みを伴うアトピー性皮膚炎病態の形成に関与していることが示唆され
ている (Toyoda et al., 2002)。またマウスアトピー性皮膚炎モデルにおい
て抗 NGF 抗体が掻破行動抑制効果を示したことが報告されており
(Takano et al., 2005)、痛みのみならず、痒み抑制のターゲット分子とし
ても注目されている。そこで本章に於いては、E6005 の NGF への作用
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を検証するために、E6005 塗布後の皮内 NGF 濃度について検討した。
また痒み過敏状態の形成過程において、NGF の長期的な作用としては表
皮への C 繊維の伸長を促がす作用が考えられるが、NGF の短期的な痒み
シグナルへの修飾作用は明らかとなっていない。そこで NGF 投与直後の
痒み反応への影響について検討した。 
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第１節 NC/NgaにおけるNGFの発現及びE6005
の皮内 NGF 濃度抑制効果 
 
背景 
   皮膚炎症状を呈した NC/Nga マウスの皮疹部において NGF が発現する
ことはすでに報告されていたが、皮膚炎症状の悪化に伴う皮内 NGF 濃度
の変化については報告されていなかった。そこで最適な薬物評価タイミ
ングを探索する意味においても、皮膚炎症状の経過に伴う皮内 NGF 濃度
変化について検討を行った。またヒトは、痒みを感じて搔くとさらに痒
みを感じることはよく知られていることであるがそのメカニズムは明ら
かとなっていない。掻くとなぜさらに痒みを感じやすくなるのかその機
序を探るために、人工的に皮膚に機械的な刺激を与えた際の皮内 NGF 濃
度について検討を行った。前章までに認められた E6005 の皮膚炎抑制効
果及び掻破行動抑制効果の作用機序を検証するために、E6005 塗布後の
炎症性刺激もしくは機械的刺激による皮内 NGF 濃度の変化について検
証を行った。 
 
材料と方法 
評価化合物・試薬 
E6005,はエーザイ筑波研究所において合成された。Oxazolone は
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)より購入した。 
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実験動物 
動物は、6~8 週齢の NC/Nga 雌マウス (日本エスエルシー株式会社、静
岡、日本)より購入し、入手後は検疫及び馴化のための 7 日間の予備飼育
期間を設け、一般状態の異常を認めず、順調な体重増加を示した動物を
試験に使用した。飼育環境条件は、温度(23  3℃)、湿度(55  15)、照明
時間(明暗各 12 時間、7:00 から 19:00 の時間帯は照明下)の条件下でバリ
ア方式動物飼育室にて飼育した。飼料は固形飼料を使用し自由に摂取さ
せた。飲料水は上水道水を自由に与えた。動物実験計画は、エーザイ動
物実験委員会の審査を受けて承認された。 
 
皮内 NGF 濃度の測定 
マウス耳介部をサンプリングし、Lysis buffer (0.05% Tween 20, 400 mM 
NaCl, 0.5% bovine serum albumin)中にてヒストコロンを用いてホモジュナ
イズを行った。ホモジュネートを 12,000 × g for 10 min at 4°C の条件下で
遠心し、得られた上清を NGF 測定サンプルとした。NGF の定量は NGF E 
Max Immunoassay System (Promega; Madison, WI, USA)を用いて行い、タン
パク定量は Bio-Rad Protein Assay kit (Bio-Rad Laboratories; Hercules, CA, 
USA)を用いて行った。すべての作業は、定量キット付属のプロトコルに
従って行った。 
 
ハプテン誘発皮膚炎における皮内 NGF 濃度の検証 
Oxazolone をアセトン溶媒により 0.3%溶液を調製した。NC/Nga マウス
の両耳介部に、ピペットマンを用いて 50 L の 0.3% oxazolone 溶液を塗
布し、初回感作を行った。続いて 3 日に 1 回、0.3% oxazolone 溶液を左
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耳介部に塗布し皮膚炎の誘導を行った。皮膚炎の重症度は、紅班、浮腫、
擦過傷、糜爛などの皮膚炎症状を、無症状：0、軽度：1、中等度：2、重
度：3 の 4 段階でスコア化し、その合計点数を当該マウスの皮膚炎スコア
とした。初回感作から 14 日目の時点で、0.3% Oxazolone 溶液を塗布し
てから 6 時間後に耳介部をサンプリングし NGF 測定サンプルとした。 
E6005を評価する際には、初回感作から 11日目の時点で、10 LのE6005
溶液若しくは vehicle 溶液(acetone: EtOH =1:1)を塗布し、4 時間後に
0.3% oxazolone 溶液を塗布、さらに 6 時間後に耳介部をサンプリングし
NGF 測定サンプルとした。 
 
機械的掻破刺激による皮内 NGF 濃度の検証 
NC/Nga マウスの耳介部を automatic brush (Battery Toothbrush D 
4510; Braun GmbH; Germany) を用いて 90 秒間、機械的掻破刺激を与
えた。E6005 を評価する際には、10 L の E6005 溶液もしくは vehicle
溶液(acetone: EtOH =1:1)を塗布し、4 時間後に機械的掻破刺激を与え、
さらに 6 時間後に耳介部をサンプリングし NGF 測定サンプルとした。 
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結果 
   皮膚炎誘導前の皮膚内 NGF 濃度は 5.1 pg/mg protein 程度であったが、
NC/Ngaマウスの皮膚炎スコアの上昇に伴って皮内NGF濃度の増加が認
められ約 30 pg/mg protein 程度でプラトーに達した (Figure 4-1-1)。 
Figure 4-1-1 のうち掻破行動と特に関連するスコアである擦過傷、糜  
爛スコアを抽出し再解析を行った。擦過傷もしくは糜爛を呈したマウス
個体における皮内 NGF 濃度は 30.4  1.2 pg/mg protein であったのに
対し、これらの症状が認められなかった個体は 12.0  3.1 pg/mg protein
であり、掻破行動関連症状の認められた個体では皮内 NGF 濃度が有意に
上昇していた(Figure 4-1-2)。 
E6005 の NGF への作用を検証するために、皮膚炎を誘導した NC/Nga
マウス皮疹部にE6005を単回塗布し、皮内NGF濃度について検討した。
その結果、vehicle 塗布群では皮内 NGF 濃度が 23.6  2.2 pg/mg protein
であったのに対し、0.03%, 0.1%及び 0.3% E6005 塗布群においてはそれ
ぞれ、23.4  1.4, 19.6  1.6, and 9.1  0.6 pg/mg protein であった。0.3% 
E6005 塗布群において、vehicle 塗布群と比較して有意な皮内 NGF 濃度
の低下が認められた(Figure 4-1-3)。 
正常な皮膚にブラシによる機械的に搔き刺激を与えると、刺激前には 1.6 
± 0.1 pg/mg protein であった皮内 NGF 濃度が 11.2 ± 1.0 pg/mg protein
に上昇していた。さらに予め 0.03％もしくは 0.3% E6005 を塗布してお
くと、刺激後の皮内 NGF 濃度がそれぞれ 8.0 ± 0.3, 6.5 ± 0.6 pg/mg 
protein と用量依存的に有意に低下していた(Figure 4-1-4)。 
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Figure 4-1-1. NGF levels were increased in the allergically and mechanically 
irritated skin of NC/Nga mice 
At the fourth challenge (on day 14) the severity of dermatitis was evaluated 
and the skin NGF level was measured (n = 3/score).  
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Figure 4-1-2.  NGF was up-regulated in the mice with scratch related skin 
symptoms 
Excoriation and oozing score which are scratch-related skin symptom were 
extracted and re-analyzed. Static analysis was performed by unpaired t-test. 
****p<0.001 versus scratch-related score (-).  
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Figure 4-1-3.  Inflammatory stimuli induced-upregulation of skin NGF level 
was suppressed by application of E6005 
At the third challenge (on day 11), E6005 or vehicle solution was applied and 
the skin NGF level was measured 6 h after the challenge. The results are 
expressed as the mean  SEM (n = 10). Static analysis was performed by 
Dunnett’s multiple comparison test. ****p  0.001 vehicle-treated versus 
oxazolone-challenged group (Dennett’s multiple comparison test) 
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Figure 4-1-4.  Mechanical stimuli induced-upregulation of skin NGF level 
was suppressed by application of E6005 
Mechanical scratching stimulation on the skin up-regulated NGF expression, 
which was suppressed by topical application of the PDE4 inhibitor E6005. 
E6005 or vehicle solution was applied to the ear 4 h before mechanical 
scratching stimulation. Skin NGF levels were measured 6 h after the 
stimulation. Results are expressed as mean ± SEM (n = 8). Static analysis 
was performed by Dunnett’s multiple comparison test. **p  0.01, ***p  
0.005 versus vehicle-treated control group. 
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考察 
   アトピー性皮膚炎患者の免疫組織学的解析から、NGF が表皮ケラチノサ
イトに高発現していることが報告されている(Rukwied et al., 2013)。ま
たケラチノサイトに TNFなどの炎症性サイトカインを添加することで
NGF が産生誘導されることが報告されている(Takaoka et al., 2009)。よ
って、本研究において皮膚炎症によりリンパ球や単球から産生された
TNFがケラチノサイトを刺激することで、NGF が産生された可能性が
考えられる。また、機械的刺激を皮膚に加えることで ATP が放出され、
ケラチノサイトに発現する P2Y2 受容体を介して Ca2+を起こし、ケラチ
ノサイトが活性化されることが報告されている(Tsutsumi et al., 2011)。
機械的刺激によるマウス皮内の NGF 産生上昇のメカニズムは明らかに
されていないが、機械的刺激による直接的なケラチノサイト活性化を介
した NGF 産生誘導の可能性が示唆されている。一方、PDE4 がケラチノ
サイトに発現していることが報告されており(Chujor et al., 1998)、 
PDE4 阻害剤の appremilast がケラチノサイトからの TNF-産生を抑制
することが報告されている(Schafer et al., 2010)。従って、E6005 の皮内
NGF 濃度抑制作用の機序はまだ明らかにされていないが、ケラチノサイ
トに作用し、炎症性刺激や機械的刺激による NGF 産生を抑制している可
能性が示唆されている。 
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第２節 マウス掻破行動における NGF の作用 
 
背景 
   NGFにはその神経栄養因子としての作用から慢性的に神経に作用して神
経の伸長や維持に関与していることが知られているが、痒み反応と関連
した急性的な作用はよく知られていない。そこで痒み過敏状態を形成す
る上で NGF が果たす役割として、急性的な作用に注目し検討を行った。 
 
 
材料と方法 
評価化合物・試薬 
E6005,はエーザイ筑波研究所において合成された。Oxazolone は
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)より購入した。NGF は Promega 
(Madison, WI, USA)より購入した。 
 
実験動物 
動物は、6~8 週齢の NC/Nga 雌マウス (日本エスエルシー株式会社、静
岡、日本)より購入し、入手後は検疫及び馴化のための 7 日間の予備飼育
期間を設け、一般状態の異常を認めず、順調な体重増加を示した動物を
試験に使用した。飼育環境条件は、温度(23  3℃)、湿度(55  15)、照明
時間(明暗各 12 時間、7:00 から 19:00 の時間帯は照明下)の条件下でバリ
ア方式動物飼育室にて飼育した。飼料は固形飼料を使用し自由に摂取さ
せた。飲料水は上水道水を自由に与えた。動物実験計画は、エーザイ動
物実験委員会の審査を受けて承認された。 
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   NGF による痒み増感作用の検証 
   NC/Nga マウスの両耳介部に、ピペットマンを用いて 50 L の 0.5% 
oxazolone 溶液を塗布し、初回感作を行った。初回感作から 4 日後、0.3% 
oxazolone 溶液を左耳介部に塗布し皮膚炎の誘導を行った。初回感作から
7 日後、2500 ng の NGF もしくは生理食塩水を皮膚炎誘導部位に皮内投
与し、その 30 分後に 0.005% oxazolone を塗布し、直ちに掻破行動を測
定した。 
    
掻破行動の測定 
測定の前日までに、マウスの下肢に掻破行動測定用マグネット(直径 1 
mm, 長さ 3 mm)を埋め込んだ。マグネットを埋め込んだマウスをコイル
で巻かれたチャンバーの中にいれ、マウス下肢の動きを電気的なシグナ
ルとして検知し、スクラッチ計測・解析ソフトウェア(Micro Act システ
ム、ニューロサイエンス)を用いて解析した。得られたシグナルの中で 1.5
秒以上持続したシグナルを掻破行動として抽出した。結果は、2 時間当り
の掻破行動回数として表示した。 
    
    
  
80 
 
結果 
   Saline 若しくは NGF を予め皮内投与したマウスに非常に弱い程度のハ
プテン刺激を加えると、ハプテン刺激そのものでは有意な掻破行動の増
加は認められなかったものの、Saline 投与群(648.5 ± 69.6 回/2 h)と比較
して 2500 ng NGF を予め投与したマウスでは掻破行動回数が 896.3 ± 
94.2 回/2 h と有意に増加した。 
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Figure 4-2.  NGF increased the sensitivity to itch stimulation in NC/Nga 
mice 
Intradermally administered NGF enhanced the scratching behavior induced 
in mice. NC/Nga mice were sensitized and challenged with oxazolone. On 
day 7, saline or NGF was applied to the ear. After 30 min, mice were 
challenged with 0.005% oxazolone and then scratching behavior was 
assessed using the MicroAct system for 2 h. Results are expressed as the 
mean ± SEM (n = 23 or 24). Static analysis was performed by unpaired t-test. 
*p  0.05 versus saline-treated group. 
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考察 
   神経成長因子 NGF は長期的に神経に作用することで、痒み伝達神経の伸
長や表皮内への進展に関与することが知られているが、本試験において
は NGF の単回投与直後での痒み増感作用を検討していることから、これ
までに知られているような、NGF の慢性的な作用ではない機序に基づい
て痒み反応を増強している可能性が考えられる。これまでに、神経に発
現する NGF 受容体、TrkA に NGF が作用し PLC 活性化を介して、カプ
サイシン受容体で痒み伝達神経の活動電位発生に関与する Transient 
Receptor Potential Vanilloid 1(TRPV1)の膜移行を亢進する、もしくは
TRPV1 そのものの de novo 合成を促進することなどが報告されている
(McKelvey et al., 2013)。TRPV1 は痒みシグナルを伝える知覚神経 C 繊
維に発現し、Ca2+の流入をコントロールすることで神経の発火に関与す
ることが報告されている (Bíró et al., 2007)。 従って、NGF により
TRPV1 の神経細胞膜上での発現が亢進することで、神経の活性化閾値を
低下が低下し、痒みシグナルを受容・伝達し易い状況を作り出している
可能性が考えられる。 
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小括 
  アトピー性皮膚炎モデルの皮疹部において病態の悪化と共に皮内 NGF 濃
度の上昇が認められ、更に機械的な刺激によっても NGF 濃度が上昇したが、
これら炎症刺激もしくは機械的刺激による皮内 NGF 濃度上昇が E6005 塗
布により抑制されることを確認した。また NGF を皮内投与すると、痒み刺
激時の掻破行動が増強されることを確認し、NGF が痒みを伝える神経の活
性化閾値を低下させ痒み過敏状態を形成する可能性が示唆された。よって、
E6005 の抗掻痒効果の機序として、皮内 NGF 濃度を抑えることにより、
NGF による痒み過敏状態形成を阻害する可能性が示唆された。 
本章においては抗 NGF 抗体がアトピー性皮膚炎モデルマウスで抗掻痒効
果を示すこと、また臨床試験において顕著な疼痛抑制効果を示しているこ
とから、E6005 の掻破行動抑制効果の作用機序として NGF に着目して検
討を行った。但し NGF 以外にも、神経の伸長に関わる因子として artemin, 
amphiregulin, semaphorin 3A などの軸索反発因子が、神経軸索の方向性
や伸長を制御している可能性が報告されており(Ikezawa et al., 2010)、新た
な痒み治療のターゲットとして注目されていることから、E6005 の軸索反
発因子に対する作用は今後の課題である。また、C 繊維の dorsal root 
ganglion に PDE4 が発現していることから、神経に対する E6005 の直接的
な効果もまた今後の課題である。 
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第５章 E6005 の嘔吐誘発性の検証 
 
序論・背景 
   吐き気を催すと麻酔持続時間が短縮されること、また PDE4 阻害剤によ
り麻酔持続時間が短縮されることがすでに知られている (Robichaud et 
al., 1999; 2001; 2002)。キシラジン・ケタミン誘発麻酔持続に対する短縮
作用は、PDE4 阻害薬による中枢性嘔吐誘発作用の発現頻度を反映する
ことから、このモデルを用いて比較的嘔吐誘発性が低いとされる第一世
代 PDE4 阻害剤 cilomilast や E6005 の嘔吐誘発性の評価を行った。 
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材料と方法 
評価化合物・試薬 
E6005,Cilomilast[4-cyano-4-(3-cyclopentyloxy-4-methoxyphenyl)cyclo
hexane-1-carboxylic acid]はエーザイ筑波研究所において合成した。 
 
実験動物 
動物は、6~8 週齢の ICR 雌マウス (日本チャールズリバー株式会社、神
奈川、日本)より購入し、入手後は検疫及び馴化のための 7 日間の予備飼
育期間を設け、一般状態の異常を認めず、順調な体重増加を示した動物
を試験に使用した。飼育環境条件は、温度(23  3℃)、湿度(55  15)、照
明時間(明暗各 12 時間、7:00 から 19:00 の時間帯は照明下)の条件下でバ
リア方式動物飼育室にて飼育した。飼料は固形飼料を使用し自由に摂取
させた。飲料水は上水道水を自由に与えた。動物実験計画は、エーザイ
動物実験委員会の審査を受けて承認された。 
 
キシラジン・ケタミン麻酔時間短縮モデル 
ICR マウスにキシラジン/ケタミン混合液を筋肉内注射することにより麻
酔した。麻酔 15 分後、E6005 もしくは cilomilast を腹腔内投与した。麻
酔持続時間の計測は、薬物投与 15 分後から開始し、正向反射の出現をエ
ンドポイントとして設定して計測した。 
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結果 
   E6005 は 10 mg/kg の皮下投与で麻酔持続時間を溶媒投与群と比較して
91.6 分から 66.9 分に有意に短縮した。一方、臨床における催吐作用が弱
い PDE4 阻害剤である cilomilast は 0.5 mg/kg 及び 1 mg/kg の皮下投与
で麻酔持続時間を溶媒投与群の 91.6 分からそれぞれ、57.0 分及び 56.6
分へ有意に短縮した (Figure 5)。 
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Figure 5.  Effect of E6005 and Cilomilast on the duration of 
xylazine/ketamine-induced anesthesia in mice 
At 15 min following the induction of anesthesia, E6005 (5 or 10 mg/kg) or 
Cilomilast (0.5 or 1 mg/kg) was injected subcutaneously (10 μL/g). The 
duration of anesthesia was evaluated by the return of the righting reflex. 
Results are expressed as the mean  SEM (n = 7 or 8). Static analysis was 
performed by unpaired t-test. *p  0.05 versus the vehicle-treated group. 
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考察 
   臨床における嘔吐作用が弱いとされている cilomilast と比較しても、
E6005 は 20 倍高い用量で初めて有意な麻酔持続時間短縮作用を示した。
PDE4 は PDE4A から PDE4D の主に 4 種のサブタイプが存在している
が、その中でも PDE4D が中枢組織で嘔吐に関わる部位にドミナントに
発現しているとされており(Robichaud et al., 2002)、PDE4D への阻害作
用を回避することで PDE4 阻害剤の嘔吐誘発性を低下できる可能性が考
えられている。現時点で、E6005 の低い催吐性の直接的なメカニズムは
明らかにされていないが、PDE4 サブタイプ選択性については今後の検
討課題である。 
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第６章 E6005 の体内動態 
 
 
序論・背景 
   E6005 の安全性を考慮する上でも、投与後の血液中濃度推移は有意義な
データとなり得る。前章において、E6005 の低い嘔吐誘発性が示された
ことから血液中のみならず、中枢系組織における組織分布についても化
合物濃度推移の検証を行った。 
 
材料と方法 
評価化合物・試薬 
E6005,Cilomilast[4-cyano-4-(3-cyclopentyloxy-4-methoxyphenyl)cyclo
hexane-1-carboxylic acid]はエーザイ筑波研究所において合成した。 
 
実験動物 
動物は、6~8 週齢の ICR 雌マウス (日本チャールズリバー株式会社、神
奈川、日本)より購入し、入手後は検疫及び馴化のための 7 日間の予備飼
育期間を設け、一般状態の異常を認めず、順調な体重増加を示した動物
を試験に使用した。飼育環境条件は、温度(23  3℃)、湿度(55  15)、照
明時間(明暗各 12 時間、7:00 から 19:00 の時間帯は照明下)の条件下でバ
リア方式動物飼育室にて飼育した。飼料は固形飼料を使用し自由に摂取
させた。飲料水は上水道水を自由に与えた。動物実験計画は、エーザイ
動物実験委員会の審査を受けて承認された。 
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14C-E6005 を用いた薬物動態の検討 
14C-E6005 (1 mg•2 mL-1•kg-1 (6.54 MBq/kg))を静脈内投与によりラッ
トに投与した。投与一定時間後、尾静脈より経時的に採血を行った。ま
た経時的に各臓器を採取し、放射活性を液体シンチレーションカウンタ
ーにより計測した。 
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結果 
   14C -E6005 尾静注投与後の血中動態及び組織分布について検討を行った
ところ、血液中放射能は二層性に速やかに低下した。また、投与後の中
枢組織における 14C -E6005 の分布は末梢と比較して 1/10 以下であり、時
間経過と共に速やかに消失した(Table 6)。 
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Table 6. Tissue distribution of radioactivity after a single intravenous 
administration of 
14
C-E6005 in rats 
 
Tissue Radioactive concentration (ng equivalent of E6005/g) 
5 min 1 h 8 h 24 h 168 h 
Plasma 5206  108.7 1564  105.9 28.4  1.3 3.9  0.5 ND 
Blood 3331  63.2 947.8  69.7 17.3  0.4 2.4  0.2 ND 
Cerebrum 182.9  4.3 38.8  1.3 2.9  0.7 ND - 
Cerebellum 175.8  13 39.7  2.4 3  0.5 ND - 
Pituitary gland 1754  170.5 291.8  55.1 8.1  3.5 ND - 
Medulla oblongata 162.7 9.5 39  3.8 5.2  1.1 ND - 
Spinal cord 126.3  5.5 41.8  4 4.4  0.8 ND - 
Each data represents the mean values ± SEM of four animals. ND: Not 
detected.  -: Not determined. 
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考察 
   E6005 にはエステル部位があるため、血液中ではエステラーゼにより速
やかに代謝されたと考えられる。また投与 24 時間後の中枢系組織への分
布についても限定的であったことから、E6005 の低い催吐性に繋がって
いると考えられる。これらの結果から局所投与型の E6005 は、中枢神経
への暴露を最小限に抑えることで嘔吐誘発性を低く抑え、治療濃度域を
広く得られることが期待される。 
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総括 
   本研究において、E6005 は第一世代 PDE4 阻害剤 cilomilast よりも 10
倍程度強い PDE4 阻害活性を示したことから、これまで臨床開発され
てきた PDE4 阻害剤に対して優位性を持つ可能性を示すことができた。
またPDE各サブタイプの中でもPDE4選択的な阻害活性を確認するこ
とで、PDE 阻害作用に伴う全身の様々な臓器・器官への作用を回避し、
副作用の発現リスクを最小限に留めることに繋がると期待される。ま
た E6005 は in vitro 試験においてヒトリンパ球及び単球からの
Th1/Th2 サイトカインや IL-12、 TNFなど炎症性サイトカインの産
生を抑制し、更に in vivo の皮膚炎症マウスモデルにおいても同様に、
サイトカイン等の炎症性分子の発現抑制を伴って皮膚炎症状を抑制す
ることを確認した。皮膚炎症において様々なリンパ球・単球が病態局
所に浸潤し皮膚炎病態を形成していることが知られているため、
E6005 のこれら免疫細胞に対する抗炎症効果がアトピー性皮膚炎のい
わゆる炎症的な側面を改善することに繋がると期待される。但し臨床
的には、アトピー性皮膚炎は炎症的な側面のみならず、著しい痒み行
動を伴い皮膚炎病態を更に悪化させることが知られているため、抗炎
症効果のみでは十分なアトピー性皮膚炎治療薬とはなりえない。実際
に、アトピー性皮膚炎治療剤として代表的な薬剤であるステロイド軟
こう剤は皮膚炎症には効果を示すが、痒みによる引っかき行動には十
分な効果を示さず、臨床現場からは痒みに対して効果のある薬剤が望
まれている。本研究において、E6005 によるアトピー性皮膚炎モデル
マウスでアトピー性皮膚炎様症状の改善効果のみならず掻破行動抑制
効果を見出した。E6005 は抗炎症効果に加えて、痒み抑制作用を併せ
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持つ新たなタイプの薬剤として、アトピー性皮膚炎患者に治療選択肢
を提供し、治療満足度を上げることが期待される。今後、さらにより
良いアトピー性皮膚炎治療剤の創出するための基礎研究として、薬剤
の作用メカニズムを解明することは意義があると考えている。PDE4
阻害剤 E6005 のアトピー性皮膚炎モデルマウスにおける掻破行動抑制
メカニズムに関して、他の PDE4 阻害剤である roflumilast や細胞内
cAMP上昇薬である forskolinもまた掻破行動抑制作用を示したことか
ら、掻破行動抑制作用は PDE4 阻害作用に基づく cAMP の上昇を介し
た効果であると考えている。PDE4 阻害剤の皮膚炎への効果はこれま
でにも報告されていたが、掻破行動に対する作用は本研究が始めてで
ある。掻破行動抑制作用の更なる作用機序解明の糸口として NGF に着
目したところ、NGF 皮内投与によりマウスの痒み刺激に対する反応性
が増強されることが見出され、NGF が痒み過敏状態を作り出す一つの
因子である可能性を見出した。またアトピー様皮膚炎症の悪化と共に
皮膚内 NGF 量の増加が認められ、また正常な皮膚に引っ掻き刺激を模
倣した機械的な刺激を加えると皮膚内 NGF 量の増加が認められたこ
とから、皮膚炎症・引っかき行動が相加・相乗的に皮膚炎病態を悪化
させる1つの中心的な因子としてNGFが関与している可能性を見出し
た。炎症的・引っかき刺激それぞれによる皮内 NGF 量の増加に対して
E6005 が抑制効果を示したことから、E6005 の痒み抑制作用機序の一
つとして、皮内 NGF 低下作用が関与している可能性を見出した。
E6005 のアトピー様皮膚炎病態改善効果の作用機序として、抗炎症効
果は勿論のこと、皮内 NGF 低下作用を介した抗掻痒作用により、炎症
による痒み、痒みによる炎症悪化という悪循環が遮断され、皮膚炎病
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態の増悪を抑えることで、E6005 がこれまでの薬剤に無いより効果的
な皮膚炎改善効果を示す可能性を見出した。また本研究により NGF の
痒みにおける関与が示されたことから、今後の NGF に着目した抗掻痒
薬の開発にも注目していきたい。 
    PDE4 阻害薬の臨床応用に関して PDE4 阻害作用に基づく嘔吐誘発性
が懸念されるところであったが、臨床的に低い嘔吐誘発性とされてき
た cilomilast と比較しても E6005 がその 20 倍程度低い催吐性である
ことが本研究により明らかにされた。これまでに開発されてきた薬剤
と比べて薬効面のみならず、主薬効発現濃度（抗アトピー性皮膚炎効
果）と副作用発現濃度の乖離、即ち safety margin という観点において
E6005 が優れている可能性を見出すことができた。この safety margin
を十分に得ることで、臨床試験において薬剤の効果を高濃度まで試す
ことが出来るようになり、薬剤開発の成功確度を向上させることに繋
がると期待される。E6005 の薬物動態試験の結果から、E6005 が血液
中で速やかに代謝されて消失されること、また中枢組織への低い分布
性を示すことが分かり、嘔吐中枢への化合物暴露が限定的であったこ
とが低い催吐性に繋がった可能性が考えられる。E6005 は塗布外用剤
として臨床開発されているが、催吐性のみならず、全身的な予期せぬ
副作用を防ぐ目的においても、塗布した局所以外での全身的な化合物
暴露は低く抑えるべきである。E6005 は、その構造のなかにエステル
結合を持つことから末梢血液中のエステラーゼにより速やかに分解・
消失されると考えられ、外用剤として開発するに適した薬物動態を持
つことを本研究により見出した。 
    アトピー性皮膚炎患者は本邦で 800 万人、米国でも 2000 万人程度いる
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と推定されており、まだまだ多くの患者が存在している。既存治療薬
も一定の効果を示してはいるが副作用の懸念や、特に痒みに対するア
トピー性皮膚炎患者のニーズに十分に答えられているとは言えず、未
だ unmet medical needs のある疾患であると考えられる。E6005 が抗
皮膚炎症効果のみならず抗掻痒効果を併せ持つことを見出したことは、
既存治療薬との差別化を考えるうえで、大いに意義あることであると
考えている。また現在、幾つかの PDE4 阻害剤が同じくアトピー性皮
膚炎を対象に臨床開発中であるが、本研究において E6005 の低い嘔吐
誘発性を見出したこと、血液中で速やかに分解され中枢組織への移行
性が低いことを見出したこと、また薬効面においても他剤と同等かそ
れ以上の効果を見出したことは、他の PDE4 阻害剤との差別化を考え
る上でも意義のあることであると考えている。本研究の結果から、今
後、よりよい治療薬をアトピー性皮膚炎患者に提供できることに繋が
ると期待している。  
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